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Apaf Apoptosis protease–activating factor 
APC Adenomatous Polyposis Coli 
ATP Adenosina trifosfato 
Bak Bcl-2 homologous antagonist killer 
Bax Bcl-2-associated X protein 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
Bid BH3 interacting-domain death agonist 
BSA Albúmina de suero bovino 
C/EBP CCAAT-enhancer-binding protein 
CA Ácido cólico 
CDCA Ácido quenodesoxicólico 
ChIP Inmunoprecipitación de cromatina 
CIMP Fenotipo hipermetilador de islas CpG 
CIN Inestabilidad cromosómica 
COX Ciclooxigenasa 
DCA Ácido desoxicólico 
DCC Deleted in colorectal cancer 
DCFH 2',7'-diclorfluorescein-diacetato 
DISC Death-inducing signaling complex 
DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DTT Ditiotreitol 
ECL Enhanced Chemiluminiscense 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF Factor de crecimiento epidérmico 
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay 
ERK Quinasas reguladas extracelularmente 
FITC Isotiocianato de fluoresceína 
FPR Receptor de péptidos formilados 
FXR Receptor X farnesoide 
GADD153 Growth arrest- and DNA damage inducible gene 153 
GPCR Receptores acoplados a proteínas G 
GSK3β Glucógeno sintasa quinasa-3β 
GTP Guanosina trifosfato 
HAT Histona acetil transferasa 
HDAC Histona desacetilasa 
IGF Factor de crecimiento de tipo insulina 
iNOS Óxido nítrico sintasa inducible 
JNK c-Jun N-terminal kinase 
LCA Ácido litocólico 
LDH Lactato deshidrogenasa 
MAPK Mitogen Activated Protein kinase 
Abreviaturas 
Mcl-1 Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 
MCT Transportador de monocarboxilatos 
MMP Metaloproteinasa de la matriz 
MMR Mutation Mismatch Repair 
MPT Transición de permeabilidad mitocondrial 
MSI Inestabilidad de microsatélites 
MTT Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio 
PAGE-SDS Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato 
sódico 
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase 
PBS Tampón fosfato salino sin iones calcio y magnesio 
PC Fosfatidilcolina 
PG Fosfatidilglicerol 
PKC Proteina quinasa C 
PLA2 Fosfolipasa A2 
PLC Fosfolipasa C 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PS Fosfadilserina 
PXR Receptor X de pregnano 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
RT-PCR Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 
SCFA Ácidos grasos de cadena corta 
SDS Dodecilsulfato sódico 
TBS Tampón Tris salino 
TE Tris-EDTA 
TGF-β Factor de crecimiento transformante β 
TNF Factor de necrosis tumoral 
Tris Tris(hidroximetil)aminometano 
TSA Tricostatina A 
UDCA Ácido ursodesoxicólico 
UPR Unfolded protein response 
VDR Receptor de vitamina D 
ZBP89 Zinc-finger binding protein-89 
 




Environmental factors are strongly involved in the development of colon cancer. 
Among them, diet and nutritional habits constitute the most determinant causes in the 
appearance of sporadic colorectal cancer. The continuous exposure to high 
concentrations of bile acids in individuals with a fat-rich diet leads to DNA damage and 
may allow selective growth of cells resistant to the cytotoxic effects of these agents, 
increasing the risk of tumor development. In this regard, we have studied the effect of 
DCA and CDCA treatments in butyrate-sensitive BCS-TC2 human colon 
adenocarcinoma cells, as well as in butyrate-resistant BCS-TC2.BR2 cells. We have 
confirmed that these bile acids promote cell death in both cell lines, being this effect 
stronger in BCS-TC2 cells. DCA and CDCA trigger apoptosis after short treatment 
times (< 2h), as observed by several characteristic apoptotic features, such as cell 
detachment, internucleosomal DNA degradation, caspase activation and loss of 
membrane asymmetry. We have confirmed that these events occur in BCS-TC2 cells 
through the activation of different membrane-associated enzymes [NAD(P)H oxidases 
and PLA2] which leads to an increase of reactive oxygen species that eventually 
triggers the mitochondrial apoptotic pathway. The activation of caspase-3 by the 
apoptosome activates Bax via cleavage of Bcl-2, thus generating a feedback loop that 
amplifies the apoptotic signal.  
On the other hand, we have observed that the mechanisms of apoptosis triggered 
by bile acids in butyrate-resistant cells are similar to that observed in butyrate-sensitive 
cells. However, BCS-TC2.BR2 cells express higher levels of the antiapoptotic protein 
Bcl-2 that prevent the activation of Bax. Thus, resistant cells overcome the pro-
apoptotic feedback loop observed in BCS-TC2 cells. After activation of the intrinsic 
apoptotic program by oxidative stress, caspase-3 is not able to degrade enough Bcl-2 
protein to allow the release of Bax, the formation of Bax-dependent pores in the 
mitochondrial membrane and the subsequent release of proapoptotic factors. Moreover, 
we have demonstrated that this resistance can be reverted in vitro by the use of the Bcl-
2 inhibitor ABT-263, suggesting that acquisition of resistance to several drugs used in 
colorectal carcinoma treatments, such as the clinically used derivatives of butyrate or 
other histone deacetylase inhibitors, could be potentially reverted by oral 
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coadministration with the Bcl-2 inhibitor ABT-263 in patients with tumors where 
elevated levels of this protein are detected. 
Taking advantage of this cell model, we have also analyzed the effects of 
butyrate on gene expression. This short-chain fatty acid is a well-known histone 
deacetylase inhibitor, and its ability to control the transcriptional activity has been 
related with an increase in the acetylation status of histones and other non-histone 
proteins, including several transcription factors. We have confirmed that butyrate 
treatment modifies the gene expression profile of BCS-TC2 cells, affecting around 150 
genes. Thus, we focused our work in the analysis of some of these gene products, 
among them annexin A1 and MMP-11, trying to understand the molecular mechanisms 
that underlay this transcriptional regulation. 
We have observed that butyrate increases annexin A1 expression in BCS-TC2 
and BCS-TC2.BR2 cells. Although BCS-TC2.BR2 are resistant to the apoptotic effects 
of butyrate, they are sensitive to differentiation induction by this agent, a process that 
involves annexin A1 expression regulation. We have confirmed that p53 is essential for 
basal promoter activity. Annexin A1 protein levels increase along cell differentiation 
due to histone deacetylase inhibition, as trichostatin A (a different histone deacetylase 
inhibitor) displays a similar effect. Induction is exerted at a transcriptional level through 
p53 and CCAAT boxes on the annexin A1 promoter. Butyrate treatment strongly 
impairs the binding of NF-YA to annexin A1 promoter, either directly through the 
CCAAT box or through complexes with p53. This event prevents the inhibitory effects 
of NF-YA and allows the entrance of other transcriptional activators to this CCAAT 
box. Moreover, annexin A1 expression induction is the consequence of p38-MAPK 
activation, and blockage of this pathway prevents promoter activation by butyrate. 
Other members of the annexin family of proteins, as Annexin A5, alter their 
expression or secretion levels after butyrate treatment. As secretion requires vesicle 
aggregation, we have analysed the key role of the N-terminus of this protein in this 
process taking advantage of the fact that human annexin A5 does not aggregate vesicles 
whereas its chicken ortholog does. 
We have also studied the transcriptional regulation of MMP-11 (stromelysin-3), 
being this the first time that the expression of this enzyme has been reported in human 
colon adenocarcinoma cells. Butyrate treatment increases MMP-11 protein levels in 
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conditioned media of BCS-TC2 cells, but not significantly in that of BCS-TC2.BR2 
cells. We have confirmed that Sp1 is essential for basal promoter activity of this gene 
through its binding to several GC boxes. Induction of gene expression by butyrate is the 
consequence of an increase in the acetylation status of Smad2. Acetylation of this 
transcription factor promotes the formation of Sp1/Smad complexes, leading to the 
activation of MMP-11 promoter. Moreover, we have confirmed that this induction is the 
consequence of ERK1/2-MAPK activation, as blockage of this activation pathway 
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El balance entre proliferación celular y apoptosis es uno de los principales 
mecanismos de regulación para el correcto mantenimiento de la homeostasis de los 
organismos. La pérdida de este equilibrio puede provocar la expansión clonal de un 
grupo de células de manera que se multipliquen de forma descontrolada, dando lugar a 
la formación de una masa tumoral. Este proceso, conocido como carcinogénesis, tiene 
un origen multifactorial y suele ser el resultado de diferentes alteraciones genéticas y 
epigenéticas que conducen a la célula de modo secuencial hacia una transformación 
maligna. En fases avanzadas de la enfermedad, y en función de su capacidad invasiva, 
estas células tumorales pueden alcanzar el torrente sanguíneo o el sistema linfático y 
llegar a colonizar otros tejidos, dando lugar al proceso conocido como metástasis. 
El inicio de la carcinogénesis suele ser el resultado de alteraciones en el DNA 
como consecuencia de la exposición a diferentes agentes procarcinogénicos, o bien por 
una predisposición genética del individuo. Estas modificaciones en la secuencia o la 
estructura del DNA pueden afectar a dos grupos principales de genes: los proto-
oncogenes y los genes supresores de tumores, ambos encargados de la expresión de 
proteínas esenciales en el proceso de regulación de la proliferación y muerte celular. 
Generalmente éste es un proceso multisecuencial debido a la sucesiva acumulación de 
mutaciones y modificaciones epigenéticas a lo largo de los años. En este sentido, los 
factores ambientales suponen un elemento esencial en la aparición de tumores dado que 
numerosos estímulos extracelulares, como agentes químicos, radiación ultravioleta, o 
infecciones por virus o bacterias, pueden provocar alteraciones en el DNA actuando 
como factores procarcinogénicos. Este hecho es especialmente importante en órganos o 
tejidos que se encuentran en constante renovación celular, como ocurre en el epitelio 
intestinal. En ocasiones las células alteradas no sólo presentan una desregulación en su 
programa de muerte celular, sino que incluso llegan a adquirir resistencia a estímulos 
apoptóticos. Esta circunstancia puede favorecer la selección de una población de células 
alteradas, incrementándose así la posibilidad de desarrollar tumores. Por consiguiente, 
conocer los mecanismos implicados tanto en el proceso carcinogénico como en la 
adquisición de resistencia a estímulos apoptóticos, es esencial no sólo para la 
prevención, sino también para el diseño de tratamientos efectivos contra el cáncer. 
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1.1. EPITELIO COLÓNICO, CÁNCER COLORRECTAL Y FACTORES 
AMBIENTALES. 
1.1.1. El epitelio colónico 
El proceso completo de la digestión de alimentos se desarrolla en cuatro etapas: 
la ingestión, la digestión como tal, la absorción y la excreción. Cada uno de estos 
procesos se lleva a cabo en estructuras especializadas que, en su conjunto, conforman el 
sistema digestivo (Figura 1). Los nutrientes que han sido procesados en el estómago 
pasan al intestino delgado y, posteriormente, al grueso. La función principal del 
intestino delgado es la de transportar y mezclar todos los contenidos presentes en el 
lumen intestinal, así como producir enzimas y otros compuestos esenciales para una 
correcta digestión y absorción de los nutrientes. La que desempeña el intestino grueso 
es la de absorber agua y otras sustancias,  mantener la osmolaridad de la sangre 
controlando los niveles de electrolitos, y almacenar las sustancias de desecho en forma 
de heces hasta que puedan ser eliminadas. Además, el colon posee una flora bacteriana 
anaerobia capaz de fermentar diferentes componentes de la dieta y que también 
participa en la síntesis de algunos compuestos fundamentales para diversas funciones 
metabólicas. 
El intestino, al igual que cualquier otro órgano del cuerpo humano, necesita 
estructuras especializadas para poder llevar a cabo todas sus funciones fisiológicas. De 
este modo, el intestino delgado tiene las válvulas conniventes o pliegues de Kerckring 
que, junto a los pliegues de la propia mucosa a modo de vellosidades y el borde en 
cepillo (o microvellosidades) de las células epiteliales, permiten multiplicar de forma 
extraordinaria la superficie absortiva. Pero, dado que el intestino grueso básicamente 
absorbe agua y algunas otras pocas sustancias sencillas, carece de parte de estas 
estructuras, estando constituido por una única capa de células epiteliales situada sobre la 
lámina propia, y se organiza formando unas invaginaciones denominadas criptas. Estas 
estructuras constituyen la unidad básica funcional del colon. Aproximadamente la mitad 
superior de las criptas está revestida por un epitelio cilíndrico que contiene colonocitos 
(células absortivas) y células caliciformes mientras que, en la mitad inferior, las células 
se encuentran menos diferenciadas, existiendo un grupo de células madre que, a través 
de sucesivas divisiones asimétricas, se encargan de asegurar la renovación del epitelio. 
Diseminadas a lo largo del fondo de estas criptas también se localizan las células 
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Figura 1. Estructura del colon humano. 
Se representa la estructura del sistema digestivo humano, centrándose en la región
correspondiente al intestino grueso e identificando sus diferentes tramos. En conjunto, la
longitud de los intestinos es de alrededor de 8-9 metros, plegándose de forma repetida para
poder ajustarse al tamaño de la cavidad abdominal. El intestino grueso es bastante más corto que
el delgado, y se sitúa alrededor de este en cuatro secciones: el colon ascendente, transverso,
descendente y sigmoide. Se muestra amplificada una sección del colon donde puede apreciarse
la organización en forma de criptas, indicándose cada uno de sus componentes (imágenes
modificadas de la Encyclopaedia Britannica). 
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enteroendocrinas capaces de secretar el enteroglucagón y el péptido intestinal 
vasoactivo. Los colonocitos representan el tipo celular predominante en la mucosa y su 
función es la de absorber agua, electrolitos y otras moléculas de pequeño tamaño como 
ácidos grasos de cadena corta (SCFA; short chain fatty acids). Las células caliciformes 
son glándulas unicelulares secretoras de moco que están distribuidas de forma difusa 
entre los colonocitos. Su secreción mucosa forma una capa sobre la superficie del 
epitelio que lo protege de la abrasión e impide la adherencia e invasión de bacterias 
patógenas. 
El epitelio colónico se renueva continuamente a través de las células madre 
presentes en la base de las criptas, por migración de su progenie hacia la superficie y 
exfoliación de las células muertas. La división de las células madre es asimétrica, de tal 
forma que una de las células de la progenie mantiene su fenotipo de célula madre  
mientras que la otra se diferencia en otro tipo celular (van der Flier y Clevers, 2009). 
Este proceso de diferenciación ocurre a medida que las células ascienden hacia la 
superficie de la cripta, y está determinado por la participación de numerosos factores 
como productos de la dieta y sustancias de naturaleza autocrina. Una vez alcanzada la 
superficie apical de las criptas, los colonocitos más envejecidos son eliminados a través 
de dos mecanismos: por exfoliación provocada por el paso del contenido luminal y, 
principalmente, por activación del programa apoptótico y posterior asimilación de los 
productos de desecho por colonocitos adyacentes o por macrófagos subepiteliales 
(Loktionov, 2007). 
 
1.1.2. Cáncer colorrectal y factores ambientales. 
El cáncer colorrectal es, a nivel mundial, el tercer tipo de cáncer más 
diagnosticado en varones y el segundo en mujeres. Constituye la cuarta causa de muerte 
más común por cáncer en el mundo, con alrededor de 600.000 muertes anuales (Jemal 
et al., 2011). A pesar de la enorme variedad de tipos celulares presentes en el 
organismo, un alto porcentaje de las neoplasias tienen su origen en células epiteliales. 
Esto se debe a dos características principales que pueden favorecer el proceso 
carcinogénico. En primer lugar, las células epiteliales suelen mantener durante un largo 
período de tiempo su capacidad de división debido, generalmente, a que se encuentran 
sometidas a procesos de constante renovación tisular. En segundo lugar, al comportarse 
como una barrera física protectora, estas células se localizan en las regiones más 
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externas de órganos y tejidos donde se encuentran directamente expuestas a agentes 
potencialmente carcinogénicos. Esta última circunstancia es de especial importancia en 
el epitelio colónico debido a su función fisiológica. Tanto los nutrientes como el agua se 
van absorbiendo a lo largo del tracto digestivo, por lo que la concentración de sustancias 
potencialmente perjudiciales se incrementa en los últimos tramos. Además, estas se 
acumulan hasta su expulsión en las heces, aumentando así el tiempo de exposición a las 
mismas. Por tanto, las características específicas de cada órgano y tejido, tanto a nivel 
estructural como fisiológico, son fundamentales a la hora de comprender el proceso de 
transformación tumoral. 
La carcinogénesis colorrectal presenta un fuerte componente genético, hecho 
más que evidente en los casos derivados de síndromes hereditarios (ver Anexo 1). Pero 
otro de los elementos esenciales en el desarrollo de adenocarcinomas de colon es el 
ambiente, que viene principalmente determinado por dos factores: el estilo de vida y, 
sobre todo, la dieta. Dentro del estilo de vida, numerosos estudios han analizado 
diferentes parámetros y su posible correlación con el desarrollo e índice de mortalidad 
en cánceres colorrectales (Ahmed, 2004; Khan y col., 2010). Varios de los factores que 
se han correlacionado con un aumento en el riesgo de padecer esta enfermedad son, por 
ejemplo, la ingesta elevada de alcohol, que suele estar asociada con otros hábitos o 
comportamientos que predisponen para esta enfermedad, como fumar, una baja 
actividad física o una dieta poco equilibrada (Fedirko y col., 2011). En este sentido, se 
ha comprobado que una actividad física intensa reduce el riesgo de desarrollar cáncer 
colorrectal. Este efecto beneficioso se explica por el mantenimiento del balance 
energético, la mejora del sistema inmune, la estimulación del movimiento del contenido 
colónico, o la regulación de los niveles de insulina y prostaglandinas (Slattery y col., 
2003). 
Sin duda, el factor ambiental más determinante en la aparición de cáncer 
colorrectal es la dieta. Durante siglos se ha estudiado la relación entre salud y hábitos 
alimenticios, pudiendo afirmarse actualmente que la dieta es una de las mayores fuentes 
de exposición a carcinógenos medioambientales. Una de las razones principales por las 
que se ha despertado un gran interés acerca de la relación entre cáncer y dieta ha sido la 
observación en numerosos estudios de las importantes diferencias en tasas de incidencia 
de tumores específicos entre distintos países y entre poblaciones sometidas a diferentes 
costumbres nutricionales (Jemal y col., 2011). Actualmente se considera que las dietas 
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hipercalóricas, o ricas en grasas, incrementan el riesgo de sufrir cáncer colorrectal, 
mientras que ciertos productos, como la fibra, el calcio o la vitamina D, parecen tener 
un importante efecto protector antitumoral (Azcarate-Peril y col., 2011). 
Directamente relacionada con las dietas hipercalóricas está la obesidad, que no 
es más que el resultado de un desequilibrio entre ingreso y gasto de energía en el 
organismo, de modo que se genera un balance positivo que se traduce en un aumento de 
la masa corporal. Este desequilibrio provoca varios desajustes metabólicos relacionados 
con la carcinogénesis colorrectal, como el desarrollo de la resistencia a insulina e 
hiperinsulinemia (Johnson y Lund, 2007). Se ha comprobado que la insulina estimula la 
proliferación y reduce la apoptosis en líneas celulares de cáncer de colon, promoviendo 
el crecimiento de tumores colorrectales en modelos animales (Komninou y col., 2003). 
En un estado de hiperinsulinemia aumentan los niveles de IGF-1 (Insulin Growth 
Factor I) libre. El colon expresa receptores para IGF de forma que su activación 
provoca la inhibición de la apoptosis en colonocitos, lo que puede traducirse en un 
fenómeno de expansión clonal de las células epiteliales colónicas (Durai y col., 2005). 
Finalmente, la obesidad también se ha asociado con un estado de inflamación crónica 
inducida por una producción excesiva de reservas lipídicas y niveles altos de glucosa 
circulante, lo que parece constituir otro factor promotor del desarrollo de tumores 
colónicos (Gunter y Leitzmann, 2006). 
Cada vez es más evidente la correlación positiva entre una ingesta rica en grasas 
y una mayor incidencia de cáncer de colon (Butler y col., 2009; Bernstein y col., 2011). 
En este sentido, una dieta con gran contenido en grasas saturadas se ha asociado con 
niveles elevados de ácidos biliares en el lumen colónico (Reddy, 1980, 1981). Esta 
exposición a concentraciones elevadas de ácidos biliares acarrea dos consecuencias 
importantes. En primer lugar, los ácidos biliares promueven daños en el DNA, 
principalmente por estrés oxidativo, de modo que se comportan como mutágenos 
provocando la expresión aberrante de oncogenes y genes supresores de tumores 
(Rosignoli y col., 2008). En segundo lugar, la exposición continua a altos niveles de 
ácidos biliares podría permitir el crecimiento selectivo de una población de células 
resistentes a sus efectos apoptóticos (Bernstein y col., 2004; Powell y col., 2006). Dadas 
estas circunstancias, junto con diferentes observaciones que correlacionan los altos 
niveles de ácidos biliares con incrementos en la incidencia de cáncer de colon, podemos 
considerar a estos agentes como factores procarcinogénicos en el desarrollo de cáncer 
colorrectal (Debruyne y col., 2001; Bernstein y col., 2005; Bernstein y col., 2011). 
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Por el contrario, una dieta rica en fibra ejerce un efecto protector frente al 
desarrollo de tumores colorrectales (Johnson y Lund, 2007; Kim y Milner, 2007). La 
fibra de la dieta se define como el conjunto de hidratos de carbono no digeribles 
presentes de forma intrínseca en los vegetales (Lupton, 2004). Uno de los mecanismos 
fundamentales en el papel carcinoprotector de la fibra es el incremento en la 
estructuración de las heces con la mejora de la motilidad intestinal, lo que disminuye la 
exposición a carcinógenos presentes en la dieta. Pero, debido a la ausencia en humanos 
de enzimas capaces de degradar la fibra, prácticamente el 100% de ésta llega hasta el 
colon, de modo que la microflora allí presente se encarga de captar parte de esa fibra y 
llevar a cabo su fermentación anaerobia (Davis y Milner, 2009). Los productos 
derivados de la fermentación de la fibra son esenciales para el mantenimiento de la 
homeostasis y el funcionamiento del tracto gastrointestinal. En este sentido, se ha 
propuesto que la microflora intestinal promueve una especie de estado estacionario a 
través de su actividad fermentativa, ya que los productos finales del metabolismo de 
hidratos de carbono (como el butirato, acetato y propionato) ejercen un efecto 
beneficioso, mientras que los productos del metabolismo de las proteínas (como los 
compuestos fenólicos, aminas, amoniaco e indoles) son perjudiciales para el tracto 
gastrointesinal (Davis y Milner, 2009; Azcarate-Peril y col., 2011). 
De especial relevancia es el efecto protector frente al desarrollo de cáncer 
colorrectal de los SCFA generados por la fermentación de la fibra, especialmente el 
butirato. En primer lugar, hay que considerar que el butirato constituye la principal 
fuente de energía de los colonocitos (Roediger, 1982) y ejerce un papel fundamental en 
la regulación de su proliferación, diferenciación y apoptosis. Además desempeña otras 
funciones beneficiosas sobre la mucosa colónica, como disminuir el estrés oxidativo o 
inhibir los procesos inflamatorios (Hamer y col., 2008). En relación al cáncer 
colorrectal se ha descrito que mientras que el butirato ejerce un efecto antiproliferativo 
sobre células tumorales, no parece tener ninguna consecuencia sobre el crecimiento del 
epitelio colónico sano (Comalada y col., 2006). Los efectos diferenciadores y 
proapoptóticos del butirato sobre diferentes líneas celulares de cáncer colorrectal han 
sido ampliamente demostrados in vitro (Pajak y col., 2007). En este sentido se ha 
comprobado que el butirato es capaz de modificar el perfil de expresión génica de la 
mucosa colónica in vivo (Vanhoutvin y col., 2009), así como el de células de 
adenocarcinoma de colon in vitro (Olmo y col., 2007). Estas observaciones han 
generado un gran interés por el butirato como agente protector frente al cáncer 
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colorrectal y, no en vano, derivados de este agente se encuentran actualmente en fase 
clínica para el tratamiento de diferentes tipos de tumores (Ma y col., 2009). 
Existen otros componentes de la dieta para los que se ha descrito un efecto 
antitumoral por su efecto proapoptótico, como son los productos de fermentación de la 
leche y los ácidos grasos n-3 poliinsaturados. Los ácidos grasos poliinsaturados son 
esenciales para el sistema inmune actuando como precursores de la síntesis de 
eicosanoides. Una dieta rica en ácidos grasos poliinsaturados disminuye la actividad de 
las enzimas responsables de la formación de ácidos biliares secundarios, compuestos 
descritos como agentes promotores de tumores. Los ácidos grasos n-3 poliinsaturados 
disminuyen la actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2; Phospholipase A2), fosfolipasa C 
(PLC; Phospholipase C) y  ciclo-oxigenasa 2 (COX-2; Cyclooxygenase 2) en los 
colonocitos. Ello conlleva una menor disponibilidad de ácido araquidónico que se 
traduce en una disminución en la producción de prostaglandina E2, considerada como 
agente promotor de tumores de colon (Hardman, 2004). 
Otro componente de la dieta que tiene un efecto quimiopreventivo es la vitamina 
D debido a su actividad antiproliferativa y diferenciadora. La vitamina D es una 
hormona esteroidea que actúa como factor de transcripción uniéndose a receptores 
nucleares. Entre las dianas de la vitamina D se encuentran genes implicados en 
proliferación y regulación del ciclo celular como p21, p27Kip1 y TGF-β (Transforming 
growth factor-β) (Harris y Go, 2004). Finalmente cabe destacar también el papel del 
folato como agente protector frente a tumores. Este es esencial para la síntesis, 
estabilidad e integridad del DNA, y modula la metilación de secuencias génicas. La 
deficiencia de folato se ha asociado con roturas de hebras de DNA, metilaciones 
aberrantes, reparación errónea del DNA y un incremento en la tasa de mutaciones. Por 
estas razones el folato ha sido descrito como un importante agente quimioprotector de 
los tumores colorrectales, así como un importante suplemento alimenticio capaz de 
revertir los efectos adversos asociados con la edad que se relacionan con la acumulación 
de alteraciones genéticas y epigenéticas a lo largo de la vida del individuo (Jang y col., 
2005; Johnson y Lund, 2007). 
 
1.2. ÁCIDOS BILIARES 
Los ácidos biliares son moléculas anfipáticas que actúan como detergentes 
fisiológicos en el organismo y cuya función principal es la de facilitar el transporte y la 
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absorción de las grasas de la dieta. Su actividad no queda únicamente limitada a la 
asimilación de nutrientes, sino que ejercen numerosas funciones, como facilitar la 
absorción de calcio, actuar como agentes antimicrobianos, modular la liberación de 
diferentes enzimas digestivas, activar rutas de señalización celular o modificar la 
transcripción génica. Por tanto, alteraciones en su síntesis, transformación o transporte 
se traducen en desórdenes metabólicos en ocasiones muy graves. Todas estas 
observaciones hacen de los ácidos biliares unas dianas de estudio interesantes para la 
prevención y el desarrollo de terapias frente a diferentes enfermedades. 
 
1.2.1. Síntesis y fisiología de los ácidos biliares 
Los ácidos biliares constituyen una gran familia de esteroides derivados del 
colesterol. Su síntesis implica numerosas etapas que, en su mayoría, tienen lugar en el 
hígado. Estructuralmente todos ellos se caracterizan por presentar un núcleo esteroídico 
formado por tres anillos de seis átomos de carbono (denominados A, B y C) y un anillo 
de cinco (denominado D), además de una cadena lateral con un grupo carboxilo capaz 
de formar enlaces de tipo amida con glicocola y taurina para dar lugar a las sales 
biliares conjugadas. La principal característica del núcleo esteroídico es que puede 
hidroxilarse en diferentes carbonos, que en humanos corresponden a las posiciones C3, 
C7 y C12. Dichas características estructurales y físico-químicas son las que proporcionan 
la naturaleza anfipática a estas moléculas, puesto que los grupos hidroxilo generan una 
región hifrofílica mientras que la cadena lateral de carbonos se comporta de manera 
hidrofóbica. Es precisamente esta naturaleza anfipática la responsable de la principal 
actividad biológica de los ácidos biliares, que no es otra que emulsionar las grasas en el 
tracto digestivo. 
El hígado humano sintetiza diariamente entre 0,2 y 0,6 gramos de ácidos 
biliares. Se conocen dos rutas principales de síntesis, siendo el metabolito inicial en 
ambos casos el colesterol. La ruta principal o mayoritaria es la conocida como “ruta 
clásica” o “ruta neutra” dado que sus metabolitos intermedios tienen carga neutra 
(Figura 2). Este proceso ocurre en el hígado y da lugar a los ácidos biliares primarios 
cólico (CA, Cholic Acid) y quenodesoxicólico (CDCA, Chenodeoxycholic Acid). En un 
primer paso, el colesterol sufre una 7-α-hidroxilación para dar lugar al 7-α-
hidroxicolesterol. A esta modificación inicial le sigue toda una cascada de reacciones 
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Figura 2. Síntesis de ácidos biliares 
Se recogen los productos principales de la ruta de síntesis de ácidos biliares a partir del
colesterol. A través de la ruta clásica se obtienen los ácidos biliares primarios cólico (CA) y
quenodesoxicólico (CDCA), mientras que la ruta ácida sólo da lugar a este último. Ambos
pueden conjugarse con glicocola o con taurina para dar lugar a las correspondientes sales
biliares. Los ácidos biliares secundarios desoxicólico (DCA) y litocólico (LCA) se obtienen a
partir del CA y CDCA, respectivamente, a través de una reacción de deshidroxilación que tiene
lugar en el intestino. 
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catalizadas por enzimas presentes en el citosol, en los microsomas, en las mitocondrias 
y en los peroxisomas de los hepatocitos. Precisamente en este último orgánulo es donde 
ocurre uno de los pasos finales de la cascada, la β-oxidación del ácido 3α,7α-dihidroxi-
5β-colestanoico y del ácido 3α,7α,12α-trihidroxi-5β-colestanoico para dar lugar 
respectivamente al CDCA y CA (Clayton, 2011). Pero además de esta ruta de síntesis 
clásica, existe otra ruta alternativa en la que se produce una oxidación de la cadena 
lateral del colesterol previa a las modificaciones del núcleo esteroídico. Esto supone la 
producción de metabolitos intermedios con carácter ácido, por lo que esta ruta 
alternativa es también conocida como “ruta ácida”. El producto final de este proceso es 
el CDCA y, aunque la contribución de esta ruta a la síntesis total de ácidos biliares 
depende de cada especie, en humanos tan solo supone un 10% en condiciones normales, 
si bien puede incrementarse en individuos con enfermedades hepáticas (Monte y col., 
2009). El paso final en este proceso de síntesis es la conjugación del CA y CDCA, con 
taurina o glicocola, a través de un enlace amida entre el carboxilo terminal de la cadena 
lateral y el grupo amino de estos aminoácidos. Dicha reacción de conjugación ocurre en 
los peroxisomas y es catalizada por una N-aciltransferasa denominada BAAT (Bile 
Acid; CoA: amino acid N-acyltransferase) (Russell, 2003). 
Los ácidos y las sales biliares son liberados desde el hígado a la bilis y, a través 
de los canalículos biliares, son dirigidos hacia la vesícula biliar. En esta se dan las 
condiciones adecuadas que permiten su agregación para dar lugar a micelas mixtas, las 
cuales se encargan de transportar fosfolípidos y colesterol desde el hígado al intestino. 
Con la ingesta de alimentos se estimula la liberación gradual de bilis desde la vesícula, 
de modo que estas micelas mixtas alcanzan el duodeno y sufren una serie de cambios en 
su composición. Esencialmente, sus fosfolípidos son hidrolizados y absorbidos por el 
epitelio intestinal, de modo que las micelas quedan enriquecidas en colesterol. Es 
entonces cuando las micelas interaccionan con las vesículas lipídicas procedentes del 
estómago llevando a cabo su principal papel fisiológico como emulsionante de las 
grasas de la dieta y favoreciendo su degradación a través de las enzimas digestivas. De 
este modo funcionan como un mecanismo de transporte para monoglicéridos y 
triglicéridos, los cuales, al alcanzar las microvellosidades intestinales, difunden 
directamente debido a su gran afinidad por la membrana plasmática de las células 
epiteliales (Phan y Tso, 2001). 
A lo largo de su tránsito por el tracto intestinal, una pequeña cantidad de ácidos 
biliares es reabsorbida en los primeros tramos del intestino delgado por difusión pasiva, 
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aunque la gran mayoría (~95%) lo hace en el íleo a través de transportadores apicales 
dependientes de sodio (ASBT, Apical sodium-dependent bile acid transporter). Este 
transportador facilita el simporte de dos iones sodio junto con una molécula de ácido 
biliar al interior del enterocito (St-Pierre y col., 2001). Una vez internalizados, estos 
ácidos biliares difunden a lo largo del enterocito hacia la membrana basolateral, donde 
un heterodímero α/β transportador de solutos orgánicos (OSTα/OSTβ, Organic Solute 
Transporter) los expulsa hacia la circulación sanguínea portal. Una vez conducidos 
hacia los sinusoides hepáticos son internalizados en los hepatocitos mayoritariamente a 
través de un péptido cotransportador de taurocolato dependiente de sodio (NTCP, Na+-
dependent taurocholate cotransport peptide) (Hofmann y Hagey, 2008). De este modo, 
las sales biliares retornan al hígado, donde vuelven a ser secretadas a la bilis. Este 
proceso es conocido como circulación enterohepática y permite que una misma 
molécula de ácido biliar sea utilizada repetidamente, minimizándose el gasto energético 
que supondría su biosíntesis continua. Así, un conjunto de unos 3 gramos de ácidos 
biliares se recicla de 4 a 12 veces al día, mientras que la pérdida a través de las heces 
(0,2-0,6 gramos/día) se repone por síntesis de novo en el hígado con el fin de mantener 
una reserva constante de ácidos biliares en el organismo (Chiang, 2009). 
Los ácidos biliares sufren modificaciones adicionales debido a la acción de las 
bacterias intestinales, esencialmente por desconjugación y oxidación de grupos 
hidroxilo. Aunque la reabsorción de ácidos biliares en el íleo es bastante eficaz, parte de 
estas moléculas (<1g/día) alcanza el intestino grueso. Las principales modificaciones 
que ocurren en el colon humano incluyen la 7α-deshidroxilación, desconjugación y 
oxidación/epimerización de los grupos hidroxilo de los carbonos C3, C7 y C12. De todas 
ellas, la deshidroxilación en C7 es cuantitativamente la más importante, y la realizan 
deshidratasas de la flora anaerobia intestinal. Esta biotransformación da lugar a los 
ácidos biliares secundarios desoxicólico (DCA, deoxycholic acid) y litocólico (LCA, 
lithocholic acid) a partir del CA y CDCA respectivamente (Figura 2). Por otro lado, la 
epimerización del CDCA da origen al ácido ursodesoxicólico (UDCA, ursodeoxycholic 
acid). La desconjugación y 7α-deshidroxilación de los ácidos biliares incrementa 
ligeramente su pKa e hidrofobicidad, permitiendo un pequeño grado de recuperación 
por absorción pasiva a través del epitelio colónico. Esto permite el reciclado del DCA 
junto al CA y CDCA en el hígado, mientras que el LCA (altamente hidrofóbico) suele 
ser sulfatado en los hepatocitos con el fin de disminuir su toxicidad al incrementar su 
solubilidad en agua (Monte y col., 2009). 
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Cabe señalar que las concentraciones de ácidos biliares, tanto en la bilis 
propiamente dicha como en el tracto digestivo, dependen de varios factores como la 
edad, la dieta o la existencia de diferentes situaciones patológicas. En este sentido, la 
edad se comporta como un factor determinante. Así, en recién nacidos sólo se detectan 
ácidos biliares primarios ya que la flora bacteriana anaerobia del colon no se desarrolla 
hasta el primer año de vida. A partir de ese momento la concentración de DCA continúa 
aumentando a lo largo de toda la vida del individuo, pudiendo llegar a ser el ácido biliar 
más abundante en adultos. Aún existe cierta controversia en cuanto a las 
concentraciones estimadas de ácidos biliares en el tracto intestinal. En condiciones 
fisiológicas la concentración de ácidos biliares en el colon es baja en comparación con 
la presente en la vesícula biliar (~300 mM) o el intestino delgado (~10 mM), pero 
valores tan altos como 1 mM pueden alcanzarse en aguas fecales en condiciones 
patológicas o debido a una dieta rica en grasas (Stadler y col., 1988; de Kok y col., 
1999; Hofmann, 1999). 
Finalmente se debe destacar que, además de su principal papel fisiológico como 
agentes emulsionantes de la dieta, los ácidos biliares ejercen otras funciones biológicas 
importantes en el organismo. En primer lugar, y como es lógico, son fundamentales en 
la regulación de los niveles de colesterol, dado que éstos dependen del balance que 
existe entre biosíntesis de novo de ácidos biliares, absorción del colesterol intestinal y 
excreción por las heces de sus derivados (Javitt, 2002). También son capaces de facilitar 
la digestión por otras vías, ya que modulan la secreción y actividad de diversas enzimas 
pancreáticas (Koop y col., 1996), así como la absorción de calcio (Saso y col., 2001). 
Por otra parte, los ácidos biliares también se comportan como potentes agentes 
antimicrobianos y, por tanto, como reguladores de la flora bacteriana del tracto 
digestivo. Se ha comprobado que son capaces de provocar daños en las membranas y en 
el DNA bacteriano, además de generar estrés oxidativo, desnaturalización y 
plegamientos erróneos de proteínas, disminución de los niveles de calcio y hierro a 
través de su actividad quelante, e incluso formación de estructuras secundarias en el 
RNA (Begley y col., 2005). Pero dos de las funciones fundamentales que ejercen los 
ácidos biliares en relación al mantenimiento de la homeostasis del epitelio colónico, y 
que se expondrán a continuación con mayor profundidad, son tanto su capacidad 
moduladora de la señalización celular, como su papel regulador de procesos 
apoptóticos. Ambas funciones se encuentran estrechamente relacionadas con diferentes 
situaciones patológicas y, principalmente, con la generación de cáncer colorrectal. 
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1.2.2. Ácidos biliares y señalización celular en células de colon 
A lo largo de los últimos años se ha evidenciado la capacidad de los ácidos 
biliares para activar diferentes rutas de señalización celular. Aunque estos procesos de 
señalización se han caracterizado de forma más profunda en hepatocitos, los ácidos 
biliares actúan en las células de colon de manera muy similar a la que lo hacen en otras 
células enterohepáticas, aunque a través de diferentes mecanismos y respuestas 
(Hylemon y col., 2009). Así, en las células HCT-116 y Caco-2 se ha comprobado que 
los ácidos biliares son capaces de inducir alteraciones en la membrana plasmática 
provocando cambios en sus propiedades fisicoquímicas e incluso en su composición 
lipídica (Akare y Martinez, 2005; Jean-Louis y col., 2006; Hylemon y col., 2009). Estos 
efectos parecen estar estrechamente relacionados con su naturaleza hidrofóbica ya que 
pueden mimetizarse mediante el empleo de otras moléculas hidrofóbicas no 
relacionadas con los ácidos biliares. Además el DCA y otros ácidos biliares inducen un 
incremento en los niveles de colesterol en la membrana plasmática, acompañados por 
una disminución en su fluidez. Se ha propuesto que este mecanismo podría constituir 
una respuesta celular cuya finalidad es incrementar la rigidez de la membrana, 
previniendo así la lisis debida al efecto detergente de los ácidos biliares (Jean-Louis y 
col., 2006).  
Una de las principales consecuencias de estas perturbaciones en la membrana 
parece ser la activación de diferentes rutas de señalización, entre ellas las de la PKC 
(Protein Kinase C) y el EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Se ha propuesto 
que la activación de la PKCα dependiente de ácidos biliares es consecuencia de una 
curvatura en la membrana, así como de cambios en la estructura y composición lipídica, 
puesto que la actividad de la PKC está fuertemente influenciada por las propiedades 
fisicoquímicas de la membrana (Akare y Martinez, 2005). También se ha comprobado 
que el DCA es capaz de promover la translocación y alterar la localización subcelular de 
las isoformas PKC-β1, -δ, y -ε en las células HCT-116, y que los cambios en la 
actividad de estas isoformas puede tener un papel fundamental en el desarrollo y 
mantenimiento de la morfogénesis del epitelio colónico (Looby y col., 2005). Por otra 
parte, se ha demostrado la activación de la PKC y la PLC por DCA a través de la 
liberación de Ca2+ desde orgánulos de almacenamiento hacia el citoplasma (Lau y col., 
2005). A pesar de que no se conocen los mecanismos moleculares responsables de esta 
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liberación de Ca2+, se postula que podrían estar relacionados con un estrés de retículo 
endoplásmico observado en diferentes líneas celulares de cáncer de colon debido al 
tratamiento con ácidos biliares. 
Los ácidos biliares activan la ruta del EGFR de forma independiente de ligando, 
proceso de activación similar al observado para la PKC, donde los cambios en la 
composición y estructura de la membrana plasmática son esenciales. De hecho, esta 
familia de receptores generalmente se ubica en microdominios de la membrana 
denominados “balsas lipídicas” (lipid rafts), caracterizados por ser ricos en 
esfingomielina, colesterol y diversos tipos de receptores. El DCA es capaz de alterar 
tanto la posición como la cantidad de lipid rafts en las células HCT-116, lo que activa 
rutas de señalización intracelular (Jean-Louis y col., 2006). Es más, se ha observado que 
diferentes conjugados del DCA estimulan la señalización y la proliferación en las 
células de cáncer de colon H508 que coexpresan EGFR y el receptor muscarínico M3R, 
pero no en células CHO y SNU-C4 que sólo expresan M3R o EGFR, respectivamente 
(Cheng y Raufman, 2005). Se ha propuesto, que en muchos tipos de células, las señales 
mitogénicas producidas por receptores acoplados a proteínas G (GPCR, G protein-
coupled receptor) como M3R, requieren la transactivación de EGFR. En este sentido 
hay que señalar la existencia de unos GPCR de superficie celular denominados TGR5 
(Kawamata y col., 2003). Estos receptores responden a ácidos biliares y parecen ser 
esenciales para la activación de EGFR inducida por estos agentes en células gástricas, 
así como para la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, Reactive Oxygen 
Species) por estimulación de la NAD(P)H oxidasa NOX5-S en células esofágicas 
(Yasuda y col., 2007; Hong y col., 2010), si bien no se ha detectado la expresión de 
estos receptores TGR5 en células de colon. 
Una de las rutas de señalización más relevantes de entre todas las que se ven 
afectadas por el tratamiento con ácidos biliares en células de colon es la de las quinasas 
activadas por mitógenos (MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinase). Esta familia de 
quinasas es capaz de transmitir la mayor parte de las señales extracelulares desde la 
membrana al núcleo y está compuesta principalmente por tres miembros: la quinasa 
p38, la quinasa regulada por señal extracelular o ERK (Extracellular signal-regulated 
kinase), y la quinasa c-Jun N-terminal o JNK (c-Jun N-terminal kinase). Se ha 
propuesto que la estimulación de estas MAPK inducida por ácidos biliares en células de 
colon humano, es el resultado de la activación previa de otras cascadas de señalización. 
Por ejemplo, en las células HCT-116 y Caco-2 la estimulación de ERK tras tratamiento 
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con ácidos biliares parece ser consecuencia de una activación previa de la PKC y 
depende de cambios en las propiedades fisicoquímicas de la membrana plasmática 
(Akare y Martinez, 2005). De igual modo, se ha observado la activación de ERK tras 
fosforilación de EGFR inducida por ácidos biliares en las células H508 y SNU-C4 
(Cheng y Raufman, 2005). Por otro lado, se ha postulado que los ácidos biliares 
incrementan la producción de ROS en las células Caco-2 debido a la activación de la 
NADH deshidrogenasa y la xantina oxidasa, induciendo la activación de la 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K, Phosphatidylinositol 3-kinase) que, a su vez, 
promueve la fosforilación de p38 y ERK (Araki y col., 2005). Esta activación de p38 y 
ERK también se ha observado en las células HCT-116, donde parece corresponderse 
con una señal de supervivencia frente a los efectos proapoptóticos de los ácidos biliares 
(Qiao y col., 2001). 
Por otro lado, también se ha descrito que el DCA es capaz de activar la ruta de 
señalización de la β-catenina en las células SW480 y LoVo de cáncer de colon (Pai y 
col., 2004). El incremento en la fosforilación de tirosinas inducido por los ácidos 
biliares disocia la interacción entre la β-catenina y la E-cadherina, lo que conlleva una 
pérdida en la adhesión, una estabilización y translocación de la β-catenina al núcleo y la 
estimulación de la expresión del activador de plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA, 
urokinase-type plasminogen activator), el receptor del activador de plasminógeno de 
tipo uroquinasa (uPAR, urokinase-type plasminogen activator receptor), y la ciclina 
D1. En cuanto a otras ciclinas, el DCA parece incrementar los niveles de la ciclina E en 
las células HCT-116 pero no en las células Caco-2 y en colonocitos no transformados. 
En cambio, induce un incremento en los niveles de la ciclina A en las células Caco-2 y 
en células normales de colon, pero no en las células HCT-116 (Ha y Park, 2010). 
Finalmente también hay que destacar los procesos de señalización nuclear 
activados por los ácidos biliares en células de colon por interacción directa con 
receptores nucleares o por regulación de diferentes factores de transcripción. Existen 
principalmente cuatro receptores nucleares de ácidos biliares: el receptor X farnesoide 
(FXR, Farnesoid X Receptor), el receptor X pregnano (PXR, Pregnane X Receptor), el 
receptor X de hígado (LXR Liver X Receptor) y el receptor de vitamina D (VDR, 
Vitamin D Receptor). Aunque el papel principal de estos receptores de ácidos biliares es 
el control del metabolismo de lípidos y carbohidratos, también son reguladores 
importantes de la proliferación, diferenciación, muerte y supervivencia celular, así como 
de la invasión y metástasis. La expresión de FXR parece estar disminuida en líneas 
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celulares derivadas de adenocarcinoma de colon, lo que se correlaciona inversamente 
con el grado de diferenciación. Así, las células SW480 y SW620, con una capacidad 
tumorigénica y metastásica elevada, no expresan el receptor FXR, mientras que los 
niveles son significativos en células menos tumorigénicas, como las Caco-2 y HT-29 
(De Gottardi y col., 2004). En dos modelos experimentales con ratones para cáncer 
intestinal, la deficiencia en FXR produce un incremento significativo tanto en el número 
de tumores como en su tamaño (Maran y col., 2009), localizándose lesiones de tipo 
adenomatoso y numerosas criptas aberrantes en ratones FXR-/- APC-/- (Modica y col., 
2008). Por otra parte, se ha observado que PXR ejerce un efecto protector en las células 
HCT-116 frente a los efectos apoptóticos del DCA debido a la expresión alterada de 
numerosos genes relacionados con la apoptosis, como Mcl-1 (Induced myeloid leukemia 
cell differentiation protein), BAK1 o TP53 (Zhou y col., 2008). La expresión de VDR 
incrementa en cánceres colorrectales, hecho que se asocia con mutaciones en los genes 
PIK3CA y KRAS, independientemente de las características clínicas, patológicas y 
moleculares, si bien no se ha observado ninguna relación con la supervivencia de los 
pacientes (Kure y col., 2009). 
 
1.2.3. Estrés oxidativo 
Uno de los efectos citotóxicos importantes que ejercen los ácidos biliares es el 
incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno y nitrógeno y la 
consiguiente inducción de la apoptosis por estrés oxidativo. Una de las principales 
fuentes de producción de ROS en células de colon por tratamiento con ácidos biliares, 
es la activación de diferentes enzimas presentes en la membrana plasmática, como las 
NAD(P)H oxidasas, la PLA2 o la PLC. Estas enzimas pueden activarse por alteraciones 
en la estructura y composición de la membrana plasmática, efecto estrechamente 
relacionado con la hidrofobicidad y el efecto detergente de los ácidos biliares (Akare y 
Martinez, 2005; Jean-Louis y col., 2006).  
La activación de receptores, como EGFR o incluso Fas, dispara una cascada de 
señalización que, en último término, puede provocar un incremento en la producción de 
ROS a través de diferentes rutas. Así, en las células HT-29, la activación de la PLC por 
DCA promueve la salida de Ca2+ desde el retículo endoplásmico (Marchetti y col., 
1997). En hepatocitos los niveles elevados de Ca2+ intracelular pueden inducir la 
expresión de la óxido nítrico sintasa-3 (NOS-3) con el consiguiente incremento en la 
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producción de NO (Gonzalez-Rubio y col., 2010). En cuanto a la PLA2, se ha propuesto 
que los ácidos biliares pueden incrementar su actividad en las células Caco-2 por 
alteraciones en la permeabilidad transepitelial (Araki y col., 2005). Esto supone, a su 
vez, un aumento en la producción de ácido araquidónico por la  PLA2, lo que se ha 
relacionado con un incremento en los niveles de ROS a través de las enzimas 
ciclooxigenasas y lipooxigenasas como un subproducto de la síntesis de 
prostaglandinas. En cuanto a las NAD(P)H oxidasas, en hepatocitos se ha observado 
que la activación de estas enzimas, y la consiguiente producción de ROS, es esencial 
para la apoptosis inducida por ácidos biliares (Reinehr y col., 2005), si bien estos 
mecanismos no se han estudiado con profundidad en células de colon.  
Los ácidos biliares pueden disparar cascadas de señalización por activación 
independiente de ligando de receptores presentes en la membrana plasmática, como Fas. 
Así, se ha propuesto un mecanismo en las células HCT-116 y HT-29 a través del cual 
los ácidos biliares inducen apoptosis por activación de Fas (Katona y col., 2009). Dicha 
activación parece estar relacionada con un incremento en la generación de ROS que 
provoca la rotura proteolítica de la procaspasa-8. Aunque esta caspasa iniciadora se 
relaciona generalmente con la ruta extrínseca de apoptosis, la ruptura proteolítica de Bid 
(BH3 interacting-domain death agonist) para dar lugar al fragmento tBid, puede 
disparar, a su vez, la ruta intrínseca mitocondrial con la ulterior producción de ROS por 
un anormal funcionamiento de los complejos de transporte electrónico de la 
mitocondria. Este daño mitocondrial a través de la caspasa-8 y tBid no está claro en 
células de colon, ya que mientras que se ha detectado activación de Bid por DCA y 
LCA en las células HT-29 y HCT-116 (Katona y col., 2009), también ha podido 
observarse apoptosis inducida por DCA en las células HCT-116 de manera 
independiente a esta proteína proapoptótica (Yui y col., 2005). 
Por otro lado el incremento en la producción de ROS también ocurre debido a 
perturbaciones en la mitocondria inducidas por los ácidos biliares. En primer lugar, y en 
relación con el papel de proteínas proapoptóticas en el daño mitocondrial inducido por 
ácidos biliares, existen diferentes miembros de la familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) que 
son capaces de alterar la estructura de la membrana mitocondrial, provocando así un 
mal funcionamiento en la cadena de transporte electrónico con la consiguiente pérdida 
de potencial mitocondrial. Por otro lado, el estrés inducido por ácidos biliares sobre el 
retículo endoplásmico puede estar a su vez asociado con estrés mitocondrial. El daño 
inducido por los ácidos biliares favorece la liberación de Bak (miembro proapoptótico 
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de la familia de Bcl-2) del retículo con su consiguiente unión a la membrana 
mitocondrial. En este sentido se ha observado en las células HEK-293T de riñón que, 
tras estrés de retículo endoplásmico, las moléculas Bim y PUMA (con un único dominio 
BH3) son capaces de inducir la liberación de citocromo c de la mitocondria y la ulterior 
apoptosis con la presencia única de Bak reticular (Klee y col., 2009). Además, se ha 
descrito que alteraciones en la fluidez de la membrana mitocondrial por ácidos biliares 
hidrofóbicos pueden provocar un mal funcionamiento de la cadena de transporte 
electrónico (Palmeira y Rolo, 2004). En esta misma dirección, el ácido araquidónico 
promueve la generación de ROS por interacción con la cadena mitocondrial de 
transporte electrónico (Cocco y col., 1999) y, como se ha señalado anteriormente, los 
ácidos biliares pueden incrementar los niveles intracelulares de ácido araquidónico por 
estimulación de la actividad PLA2. 
Finalmente, cabe mencionar la relación entre la inducción de ROS por ácidos 
biliares y el factor de transcripción NF-κB, que es esencial en varios procesos celulares 
como inflamación, inmunidad, proliferación celular y apoptosis. NF-κB puede ser 
activado a través de rutas dependientes e independientes de ROS (Gloire y col., 2006; 
Morgan y Liu, 2011). Así, en las células HCT-116 y HT-29, el DCA es capaz de inducir 
la expresión de NF-κB a través de diferentes mecanismos en los que estarían implicadas 
la NAD(P)H oxidasa, la Na+/K+-ATPasa, el citocromo P450, Ca2+ y el complejo 
respiratorio mitocondrial IV (Glinghammar y col., 2002; Payne y col., 2007). Cabe 
destacar que en las células resistentes a DCA obtenidas a partir de la línea HCT-116 se 
ha observado una activación constitutiva de NF-κB, hecho responsable, al menos en 
parte, de su resistencia a la apoptosis (Crowley-Weber y col., 2002). En este mismo 
sentido, se ha postulado que la resistencia inducida por ácidos biliares a diferentes 
estímulos apoptóticos en células de cáncer de colon podría estar relacionada con una 
activación de NF-κB dependiente de Akt en las células A508 y HT-29 (Shant y col., 
2009). 
 
1.2.4. El daño en el DNA y la proteína p53 
Varios estudios han demostrado la capacidad de los ácidos biliares para inducir 
daño en el DNA en diferentes líneas celulares de colon, como las células HCT-116, HT-
29, Caco-2 y FHC (Marchetti y col., 1997; Haza y col., 2000; Powolny y col., 2001; 
Rosignoli y col., 2008). Este efecto genotóxico se ha relacionado con un incremento en 
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la producción de ROS tras el tratamiento con ácidos biliares (principalmente DCA y 
LCA), habiéndose comprobado el efecto protector de varios antioxidantes presentes en 
la dieta, como los β-carotenos o el α-tocoferol (Rosignoli y col., 2008). Dado que TP53 
es un gen supresor de tumores relacionado con la respuesta apoptótica a diferentes tipos 
de estrés celular (principalmente daño en el DNA), podría sospecharse que la apoptosis 
inducida por ácidos biliares fuera dependiente de la proteína p53. Aunque diferentes 
autores han intentado dilucidar el papel de este factor de transcripción en la inducción 
de apoptosis por ácidos biliares en células del colon, los datos obtenidos en diferentes 
líneas de cáncer de colon sugieren que el DCA es capaz de promover la apoptosis de 
forma independiente de p53. Se ha observado que el DCA induce daño en el DNA y 
apoptosis en células epiteliales de colon humano que expresan tanto p53 mutante (HCT-
15, Caco-2 y HT-29) como silvestre (HCT-116) (Powolny y col., 2001). También se ha 
descrito en células HCT-116 que el DCA es capaz de estimular la degradación de p53 a 
través del proteasoma (Qiao y col., 2001). Este hecho a su vez podría incrementar la 
mutagénesis inducida por ácidos biliares provocando un aumento en el riesgo de la 
formación de tumores. Por último cabe destacar la importancia de GADD153 (growth 
arrest- and DNA damage- inducible gene 153) en la apoptosis inducida por ácidos 
biliares. Este gen codifica un factor de transcripción de la familia C/EBP (CCAAT-
enhancer-binding protein) que se expresa en niveles casi indetectables en células 
humanas normales, pero cuya expresión se incrementa drásticamente tras daño 
genotóxico y otros tipos de estrés. Aunque su mecanismo de actuación aún no se conoce 
en profundidad, se sabe que está implicado en el control del ciclo celular, apoptosis y 
tumorigénesis. Se ha comprobado que el DCA incrementa significativamente la 
expresión de GADD153 en las células HCT-116, siendo este gen esencial para la 
apoptosis inducida por ácidos biliares (Qiao y col., 2002). Este mecanismo apoptótico 
dependiente de GADD153 e independiente de p53 ya ha sido previamente observado en 
las células Hela (Zheng y col., 1996). 
 
1.2.5. Ácidos biliares como agentes carcinogénicos en colon 
 Independientemente de diferentes situaciones patológicas, tanto adquiridas como 
heredadas genéticamente, los niveles de ácidos biliares pueden elevarse anormalmente 
en la ingesta de una dieta rica en grasas saturadas. Dado que una concentración alta de 
ácidos biliares puede promover daños en el DNA, con las consiguientes mutaciones en 
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oncogenes y genes supresores de tumores, su capacidad como agentes carcinogénicos 
en el tracto intestinal es evidente. Si a este hecho se le añade la alta tasa de renovación 
celular del epitelio colónico, así como la posibilidad de aparición de células 
transformadas con resistencia frente a los efectos apoptóticos de los ácidos biliares y 
otros componentes del lumen intestinal (como el butirato), se puede llegar a una 
situación favorable a la aparición de procesos carcinogénicos. Además, la exposición 
continua de esta población de células resistentes a concentraciones altas de ácidos 
biliares, promueve la adquisición de modificaciones genéticas adicionales debido a los 
efectos genotóxicos de estos agentes carcinogénicos, lo que puede incrementar tanto la 
capacidad proliferativa, como la agresividad y capacidad invasiva de estas células 
cancerosas. 
En este sentido, numerosos estudios in vitro con diferentes líneas celulares de 
cáncer de colon apoyan esta hipótesis. Se ha observado que concentraciones bajas de 
DCA estimulan el crecimiento de las células HT-29 y Caco-2, mientras que 
concentraciones altas inducen apoptosis, lo que apunta a un mecanismo promotor de 
cáncer a través de un incremento en la renovación de las células epiteliales del colon 
(Milovic y col., 2002). Este efecto proliferativo del DCA también se ha observado en 
las células de cáncer de colon humano A508, mediado por una transactivación de EGFR 
(Cheng y Raufman, 2005). Es más, en las células SW480 y LoVo, el DCA no sólo es 
capaz de promover el crecimiento celular, sino también la invasividad por activación de 
la ruta de señalización de la β-catenina (Pai y col., 2004). Teniendo en cuenta este 
efecto proliferativo de los ácidos biliares en las células de cáncer de colon, la 
adquisición de resistencia a apoptosis inducida por altas concentraciones de estos 
agentes parece constituir uno de los principales riesgos en la aparición de tumores 
colónicos.  
Cabe mencionar que se han desarrollado células resistentes a la apoptosis 
inducida por DCA (células HOMUR) derivadas de la línea celular de cáncer de colon 
HCT-116 que no sólo exhiben un fenotipo más agresivo respecto a las parentales, sino 
también resistencia a otros agentes anticancerígenos, como el etopósido, el cisplatino o 
la adriamicina (Powell y col., 2006). Es más, el subcultivo de forma seriada de células 
HCT-116 en presencia de concentraciones crecientes de DCA permitió obtener células 
resistentes a los efectos apoptóticos de este ácido biliar y capaces de crecer en presencia 
de concentraciones de DCA de hasta 0,5 mM, sufriendo un incremento en la expresión 
de varios genes implicados en apoptosis y etapas tempranas de la carcinogénesis, como 
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NFKB, BCL2 o HSPA5 entre otros (Crowley-Weber y col., 2002). Un estudio 
proteómico llevado a cabo en estas líneas celulares resistentes a DCA puso de 
manifiesto un perfil de expresión proteica alterado, con disminución de la expresión de 
proteínas proapoptóticas, sobreexpresión de las antiapoptóticas, y reducida expresión de 
proteínas relacionadas con funciones de reparación del DNA y control del ciclo celular, 
las cuales pueden dar lugar a inestabilidad cromosómica acelerando el proceso de 
aparición del cáncer (Bernstein y col., 2004). Finalmente, nuestro grupo de 
investigación también ha desarrollado una línea celular de cáncer de colon resistente 
parcialmente a la apoptosis inducida por ácidos biliares (Perez-Ramos y col., 2005). 
Aunque la característica principal de estas células BCS-TC2.BR2 es su resistencia a los 
efectos diferenciadores y apoptóticos del butirato (Lopez de Silanes y col., 2004), 
hemos comprobado que dicha resistencia es extensible a diferentes tipos de estrés, como 
estrés térmico o estrés hiperosmótico entre otros (Olmo y col., 2007). 
 
1.3. APOPTOSIS 
La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso fisiológico esencial en 
la homeostasis de todos los organismos, y que se induce a través de diferentes 
estímulos. A diferencia de la necrosis, que es un tipo de muerte celular pasiva y 
desregulada, la muerte celular programada es un proceso activo gobernado por 
diferentes rutas de señalización, cascadas de activación de proteínas y modulación de la 
expresión génica. Las células apoptóticas muestran ciertas características típicas de la 
activación del programa apoptótico, como la condensación del DNA y la degradación 
internucleosomal, pérdida en la asimetría de membrana y la formación de cuerpos 
apoptóticos (Chowdhury y col., 2006). Este proceso facilita que los restos celulares 
puedan ser digeridos por las células circundantes o por los macrófagos. Existen 
diferentes rutas moleculares a través de las cuales la célula puede activar estos procesos 
de muerte celular programada (Schultz y Harrington, 2003). Las dos mejor 
caracterizadas hasta el momento son la ruta intrínseca, que conlleva perturbaciones en la 
mitocondria, y la ruta extrínseca,  que requiere la activación de receptores de membrana 
a través de diferentes estímulos extracelulares. Un mecanismo alternativo de apoptosis 
ocurre por estrés del retículo endoplásmico y se caracteriza por errores en el 
procesamiento y transporte de proteínas, así como en una pérdida de la homeostasis del 
calcio intracelular. Independientemente de los diferentes mecanismos y características 
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de cada una de estas rutas, todas ellas convergen finalmente en la activación de 
diferentes miembros de la familia de las caspasas. Estas proteasas degradan diferentes 
dianas nucleares y citoplasmáticas, constituyendo los auténticos ejecutores del 
programa apoptótico. Los mecanismos de inducción de apoptosis por ácidos biliares se 
resumen en la Figura 3. 
 
1.3.1. Ruta extrínseca o mediada por receptor 
Los receptores de muerte se localizan en la superficie celular y disparan señales 
proapoptóticas tras el reconocimiento y unión de sus ligandos de muerte 
correspondientes. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores del factor 
de necrosis tumoral/factor de crecimiento nervioso (TNF/NGF, tumor necrosis 
factor/nerve growth factor), y todos ellos son proteínas transmembrana de tipo I con un 
extremo C-terminal intracelular, una región intermembrana, y un dominio N-terminal 
extracelular responsable de la interacción con el ligando. Todos ellos presentan 
homología en una región presente en el dominio extracelular que contiene de una a 
cinco repeticiones ricas en cisteína, así como una secuencia citoplasmática muy 
conservada denominada dominio de muerte (DD, Death Domain). Los receptores de 
muerte mejor caracterizados hasta la fecha son el receptor-1 de TNF (TNFR1), CD95 
(Fas o Apo1) y los receptores-1 y -2 de TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand) 
denominados DR4 y DR5, respectivamente (Bhardwaj y Aggarwal, 2003).  
Los eventos de señalización se inician con la unión del ligando correspondiente 
al receptor, lo que induce cambios conformacionales que promueven la oligomerización 
de los receptores y el ensamblaje de un complejo proteico conocido como complejo de 
señal inductora de muerte (DISC, Death-inducing signaling complex). Estos complejos 
agrupan a diferentes moléculas adaptadoras sin actividad enzimática pero capaces de 
asociarse a los receptores a través de interacciones homofílicas con el dominio de 
muerte del receptor. Estas proteínas adaptadoras contienen los denominados dominios 
efectores de muerte (DED, death effector domains) que son los responsables de mediar 
el reclutamiento de las caspasas-8 y -10 al DISC, lo que conlleva su autoprocesamiento 
proteolítico y su consiguiente activación (Mahmood y Shukla, 2010). En este sentido, la 
caspasa-8 se identifica como la principal caspasa iniciadora activada por receptor y, en 
función del tipo celular, puede iniciar diferentes cascadas de muerte. Así, se conocen 
como células de tipo I aquellas en las que la activación de la caspasa-8 es suficiente 
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Figura 3. Apoptosis inducida por ácidos biliares. 
Los ácidos biliares pueden alterar la actividad de enzimas presentes en la membrana plasmática,
como las NAD(P)H oxidasas o la PLA2. Ambas generan, directa o indirectamente, un
incremento en las especies reactivas de oxígeno promoviendo estrés oxidativo. Por otro lado la
activación de la enzima PLC puede promover la ruta apoptótica de retículo endoplásmico (con
liberación de Bak y salida de Ca2+), mientras que la acción de los ácidos biliares sobre
receptores de membrana como EGFR o Fas, es capaz de inducir la ruta extrínseca de apoptosis,
con la consiguiente activación de caspasa-8. El estrés oxidativo promueve la transición de
permeabilidad mitocondrial (MPT) y la salida de factores proapoptóticos al citoplasma, como el
citocromo c. Tras el ensamblaje del apoptosoma, la activación de las caspasas-9 y -3 ejecutan el
programa apoptótico. La degradación de Bcl-2, y la consiguiente liberación de Bax, promueven
la formación de poros adicionales en la mitocondria. Por otro lado, el estrés oxidativo genera
daño genotóxico con la correspondiente activación de factores como p53 y CHOP, que
promueven parada de ciclo celular y, en último término, apoptosis. 
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para iniciar el programa apoptótico por procesamiento y activación directa de caspasas 
efectoras, como las caspasas-3 y -7. Sin embargo, en las células denominadas de tipo II, 
como los hepatocitos, la activación de la caspasa-8 no es suficiente para iniciar el 
programa apoptótico y es necesaria una señal amplificadora adicional a través de 
perturbaciones en la mitocondria (Barnhart, 2003). En este caso, la caspasa-8 activa a 
Bid generando la forma truncada activa conocida como tBid (o p15). Sólo entonces tBid 
es capaz de inducir cambios conformacionales en Bax (Bcl-2-associated X protein) y 
Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) promoviendo su oligomerización y la 
consiguiente permeabilización mitocondrial y liberación de factores proapoptóticos al 
citosol, como el citocromo c, activándose a su vez la ruta intrínseca o mitocondrial 
(Kantari y Walczak, 2011). 
 
1.3.2. Ruta intrínseca o mitocondrial 
En la ruta mitocondrial están involucrados esencialmente dos protagonistas con 
un papel fundamental en la inducción del programa apoptótico: la mitocondria, y los 
miembros de la familia de proteínas Bcl-2 (Parone y col., 2002). La ruta intrínseca se 
dispara a través de distintos tipos de estrés intracelular que, en último término, provocan 
perturbaciones en la mitocondria con su consiguiente permeabilización, pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial y liberación de factores proapoptóticos al 
citoplasma. La pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial puede ocurrir a 
través de dos mecanismo diferentes. En el primero de ellos, diversos tipos de estímulos 
o de estrés intracelular promueven la transición de permeabilidad mitocondrial (MPT, 
Mitochondrial Permeability Transition). El poro de transición de permeabilidad 
mitocondrial (PTP, Permeability Transition Pore) consiste en un complejo 
multiproteico que contiene un canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC, 
Voltage-dependent anion channel) en la membrana externa, el transportador de 
nucleósidos de adenina (ANT, Adenine nucleoside translocator) en la membrana 
interna, la proteína de matriz ciclofilina D, la creatina quinasa en el espacio 
intermembrana, y la hexoquinasa citosólica. El incremento en la permeabilidad tras la 
inducción del MPT permite la liberación de diferentes factores proapoptóticos de la 
mitocondria, como el citocromo c, que se presentan como moléculas esenciales en el 
inicio del programa apoptótico (Desagher y Martinou, 2000). 
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 Los miembros de la familia Bcl-2 también desarrollan un papel protagonista en 
la ruta intrínseca de apoptosis. Esta familia de proteínas incluye tanto miembros 
proapoptóticos como antiapoptóticos, pero todos ellos caracterizados por poseer 
dominios de homología Bcl-2 (BH, Bcl-2 homology) (Chipuk y col., 2010). Los 
miembros antiapoptóticos de esta familia, entre ellos Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w y Mcl-1, 
contienen 4 dominios conservados (BH1-BH4) y una gran parte de ellos también 
presentan un dominio transmembrana en la región C-terminal que los dirige hacia la 
superficie citoplasmática de diferentes membranas intracelulares, incluyendo la 
membrana mitocondrial externa y el retículo endoplásmico. Los miembros 
proapoptóticos del grupo I, como Bax y Bak, carecen del dominio N-terminal BH4 pero 
contienen el resto de dominios BH. Finalmente, los miembros proapoptóticos del grupo 
II, Bid, Bad, Bim, Noxa y PUMA entre otros, sólo comparten homología de secuencia 
en sus dominios BH3. Por esta razón los miembros de este grupo también son conocidos 
como “proteínas con un único dominio BH3” (BOP, BH3-only proteins), para 
distinguirlos de aquellos con múltiples dominios BH y que se encuentran circunscritos a 
otros grupos. Este sistema funciona como un reostato, de modo que la sensibilidad de la 
célula a un estímulo de muerte depende de la capacidad de interacción entre proteínas 
pro y antiapoptóticas para formar homo o heterodímeros. Diferentes estímulos 
proapoptóticos pueden conducir a cambios conformacionales en los miembros 
proapoptóticos multidominio Bax y Bak, induciendo su oligomerización e inserción en 
la membrana mitocondrial para formar poros (Degli Esposti y Dive, 2003). Por otro 
lado, los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2 previenen dicha oligomerización 
por interacción directa con Bax y Bak, mientras que los miembros proapoptóticos con 
un único dominio BH3 desplazan esta interacción por heterodimerización con los 
miembros antiapoptóticos. Esto conduce a la liberación de Bax y Bak de modo que les 
permite formar poros e incrementar la permeabilidad mitocondrial. Además, algunas 
proteínas con un único dominio BH3, como Bid, pueden interaccionar directamente con 
Bax y Bak facilitando su inserción en la membrana mitocondrial externa. 
Independientemente del mecanismo implicado en el incremento de la 
permeabilidad mitocondrial (MPT u oligomerización de Bax/Bak), la consecuencia del 
estímulo apoptótico es la liberación de factores proapoptóticos desde la mitocondria al 
citosol. De entre todos ellos, el más importante y mejor caracterizado es el citocromo c. 
Una vez liberada al citosol, esta pequeña molécula forma un complejo con Apaf-1, 
(Apoptotic protease-activating factor-1) que sufre entonces un cambio conformacional 
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dependiente de ATP e interacciona con la caspasa-9 (Ow y col., 2008). El complejo 
multiproteico resultante se conoce como apoptosoma, y contiene múltiples moléculas de 
caspasa-9 y Apaf-1 (Riedl y Salvesen, 2007). La proximidad de estas procaspasas 
dentro del apoptosoma permite su autoactivación dando lugar a moléculas de caspasa-9 
completamente activas. Finalmente, la caspasa-9 iniciadora activa a las caspasas 
efectoras, como la caspasa-3, de modo que se inicia el desensamblaje de la célula. 
 
1.3.3. Ruta de retículo endoplásmico 
Cuando la homeostasis del retículo endoplásmico se ve comprometida debido a 
diferentes tipos de estrés, se activa la denominada respuesta UPR (unfolded protein 
response) para intentar prolongar la supervivencia celular a través de un incremento en 
el plegamiento proteico, facilitando la degradación de proteínas mal plegadas, e 
inhibiendo la síntesis proteica. Pero las células sometidas a un estrés continuado e 
irreversible acaban sufriendo apoptosis. Se postula que el retículo endoplásmico puede 
regular la apoptosis no sólo por sí mismo, sino también por comunicación con la 
mitocondria (Rasheva y Domingos, 2009). De este modo, un incremento en los niveles 
de Ca2+ citosólico tras un estrés de retículo endoplásmico promueve la desfosforilación 
y translocación de Bad a la mitocondria, facilitando la activación de Bax/Bak. Por otro 
lado, una UPR mantenida en el tiempo puede inducir apoptosis por activación del factor 
de transcripción CHOP (C/EBP homology protein), también conocido como GADD153, 
que reprime la expresión transcripcional de la proteína antiapoptótica Bcl-2 (Szegezdi y 
col., 2006).  
Este y otros mecanismos de regulación ejercidos por el retículo endoplásmico 
sobre diferentes miembros de la familia Bcl-2, pone de manifiesto la importancia de las 
interacciones entre mitocondria y retículo. Finalmente, en relación a la activación de 
caspasas, es importante mencionar el papel de la caspasa-12 en esta ruta apoptótica. La 
caspasa-12 se localiza en la cara citosólica del retículo endoplásmico y parece ser 
activada específicamente por estrés de retículo y no por la ruta mitocondrial o por la de 
receptores de muerte. La activación de la caspasa-12 parece ser consecuencia de una 
activación previa de la calpaína de forma dependiente de Ca2+ tras estrés del retículo. 
Una vez activa, la calpaína rompe la procaspasa-12 dando lugar a la caspasa-12 
completamente activa, que es ahora capaz de iniciar la cascada proteolítica por 
activación de la caspasa-9 de forma independiente de citocromo c (Momoi, 2004). 
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Se conoce muy poco acerca de esta ruta apoptótica en células de colon, si bien se 
ha apuntado a un papel secundario del retículo endoplásmico durante la apoptosis 
inducida por ácidos biliares. En las células HT-29 y Caco-2 se ha observado un 
incremento en los niveles intracelulares de Ca2+ tras tratamiento con DCA y la 
consiguiente inducción de apoptosis (Marchetti y col., 1997; Lau y col., 2005). Aunque 
los mecanismos responsables de este efecto aún no se han identificado, se postula que el 
DCA puede activar a la PLC. La producción de inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol 
(DAG) provoca la liberación de Ca2+ desde el retículo endoplásmico que, a su vez, 
puede promover la activación de diferentes rutas de señalización, como la de PKC. Por 
otra parte, en las células HCT-116 se ha observado que el DCA es capaz de generar una 
dilatación del retículo endoplásmico junto a un estrés mitocondrial. Sin embargo, este 
estrés de retículo parece ser un efecto secundario a las alteraciones mitocondriales dado 
que el tratamiento con diferentes inhibidores de los complejos mitocondriales I a IV no 
sólo protegen frente a los efectos apoptóticos del DCA, sino también frente al estrés 
inducido por este ácido biliar sobre la mitocondria y el retículo endoplásmico (Payne y 
col., 2005). 
 
1.4. EL BUTIRATO 
1.4.1. Síntesis y fisiología 
Los ácidos grasos de cadena corta (SCFA), principalmente el acetato, el 
propionato y el butirato, son ácidos orgánicos producidos en el lumen intestinal por 
fermentación bacteriana de la fibra presente en vegetales, legumbres, frutas y cereales. 
La fermentación sacarolítica tiene lugar principalmente en el colon proximal, mientras 
que la proteolítica ocurre en el colon distal, donde los niveles de carbohidratos 
fermentables son mucho menores. Se estima que los SCFA pueden llegar a constituir 
entre el 5-15% de los requerimientos calóricos de un individuo. De entre todos ellos, 
probablemente el más estudiado por su importancia en la regulación de diferentes 
procesos biológicos es el butirato. Además de constituir la principal fuente de energía 
de los colonocitos, el butirato también juega un papel fundamental suprimiendo la 
inflamación de la mucosa intestinal, protegiendo frente al estrés oxidativo y regulando 
la sensación de saciedad, por lo que es considerado un elemento esencial en el 
mantenimiento de la homeostasis del epitelio colónico (Hamer y col., 2008). 
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 El butirato es absorbido en el intestino grueso a nivel del ciego y del colon. Este 
proceso lo realizan los colonocitos a través de diferentes mecanismos, siendo uno de 
ellos la difusión pasiva de la forma protonada a través de la membrana apical (Charney 
y col., 1998). Sin embargo, dado el pH del lumen colónico (~pH 7), el butirato (pKa 
4,7) se encuentra predominantemente en forma de anión de modo que no es capaz de 
atravesar la membrana mediante difusión pasiva. En este caso el transporte ocurre por 
difusión facilitada, y se lleva a cabo bien por intercambio con bicarbonato (HCO3-) (von 
Engelhardt y col., 1994), o a través de una familia de transportadores específicos 
denominados transportadores de monocarboxilatos (MCT, monocarboxylate 
transporters). La familia MCT media tanto el cotransporte electroneutro de 
monocarboxilatos y protones (Halestrap y Meredith, 2004), como el cotransporte 
electrogénico de monocarboxilatos y sodio (Srinivas y col., 2005).  Por otra parte, 
también se ha identificado un transporte de butirato a través de intercambiadores de 
aniones de la familia AE (anion exchangers), que median el intercambio de Cl- y 
bicarbonato (Yabuuchi y col., 1998). Finalmente, otro de los fenómenos de transporte 
asociados a este mecanismo de entrada del butirato es el intercambio apical Na+-H+ a 
través de los intercambiadores NHE (Na+-H+ exchangers) para corregir el descenso del 
pH intracelular provocado por el intercambio de una base fuerte (HCO3-) por un ácido 
débil (butirato-). Además, los transportadores NBC (Na+-bicarbonate carrier) 
cotransportan Na+ y bicarbonato al interior celular. Este Na+ es a su vez transportado 
basolateralmente a través de una ATPasa Na+-K+, promoviendo la absorción de agua 
(Vaneckova y col., 2001). Esto supone un papel adicional del butirato en la correcta 
recuperación de fluidos y electrolitos en el colon, regulando así el balance osmótico de 
la mucosa colónica. 
Una vez absorbido, el butirato es metabolizado por los colonocitos a través de la 
β-oxidación, constituyendo su principal fuente de energía (60-80% de la energía total 
consumida). Se ha comprobado que deficiencias en la β-oxidación son responsables de 
la colitis ulcerosa y otros desórdenes intestinales, de forma que aparece un epitelio 
atrófico que puede desembocar en la formación de tumores (Thibault y col., 2010). 
Finalmente, el butirato no metabolizado es eliminado a la circulación portal por difusión 
pasiva o por transporte facilitado (butirato-/HCO3-) a través de la membrana basolateral, 
siendo metabolizado en último término por el hígado (Bach Knudsen y col., 2003). 
Los diferentes efectos reguladores ejercidos por el butirato para el 
mantenimiento de la homeostasis de la mucosa intestinal sólo son explicables 
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considerando la estructura de las criptas colónicas y la exposición a distintas 
concentraciones de este agente. Como ya se ha mencionado en el Apartado 1.1, el 
programa de diferenciación celular en la mucosa intestinal se encuentra perfectamente 
equilibrado con la migración ascendente de las células a lo largo de las criptas (Yeung y 
col., 2011). En la zona basal más profunda, donde se localizan las células en división, la 
concentración de butirato es baja, lo que estimula la proliferación de las células 
epiteliales. A medida que las células migran hacia el lumen intestinal aumenta su 
exposición al butirato, promoviendo su diferenciación. En etapas tardías de este proceso 
las células epiteliales maduras alcanzan la cresta de la cripta, donde la presencia de altas 
concentraciones de butirato inducen un proceso de diferenciación terminal y apoptosis. 
De este modo, las células senescentes son eliminadas al lumen intestinal para ser 
posteriormente repuestas por otras células generadas en la mitad inferior de las criptas, 
favoreciéndose la renovación del epitelio colónico (Blottiere y col., 2003; Comalada y 
col., 2006). El mecanismo a través del cual el butirato es capaz de llevar a cabo estas 
funciones reguladoras parece estar relacionado con su actividad inhibidora de histona 
desacetilasas, lo que le permite alterar el patrón de expresión génica de la célula (Davie, 
2003; Vanhoutvin y col., 2009). 
 Entre los efectos in vitro descritos para el butirato se  encuentran la inhibición 
de la proliferación celular y la inducción de la diferenciación y apoptosis en diferentes 
líneas celulares de cáncer de colon (Navarro y col., 1997; Hinnebusch y col., 2002). 
Así, numerosos estudios han puesto de manifiesto la capacidad del butirato para regular 
la expresión de varios genes implicados directamente tanto en el control del ciclo 
celular como en la inducción de apoptosis (Pajak y col., 2007). Aunque los mecanismos 
a través de los cuales el butirato ejerce estos efectos carcinoprotectores no se conocen 
con exactitud, de nuevo su capacidad para inhibir la actividad histona desacetilasa 
parece ser la principal responsable. 
Finalmente, cabe destacar que la adquisición de resistencia a los efectos 
diferenciadores y apoptóticos del butirato por parte de las células del epitelio colónico 
puede permitir el crecimiento de una subpoblación celular con un fenotipo maligno, 
promoviéndose la aparición de tumores colorectales. Con el fin de conocer los 
mecanismos implicados en la adquisición de esta resistencia, se han desarrollado 
diferentes líneas celulares por tratamiento continuado con butirato (Lopez de Silanes y 
col., 2004; Fung y col., 2009; Fung y col., 2011), habiéndose también comprobado que 
el grado de diferenciación celular condiciona la sensibilidad frente a este agente, como 
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ha podido observarse en el carácter resistente de células las Caco-2 diferenciadas 
espontáneamente (Mariadason y col., 2001). 
 
1.3.2. Actividad de histona desacetilasa 
El DNA está compactado en el núcleo celular en forma de cromatina, siendo la 
unidad básica de la cromatina el nucleosoma. Este está compuesto por un núcleo 
proteico alrededor del cual se enrollan 147 pb del DNA, en lo que suponen casi dos 
vueltas a esta estructura. Su núcleo proteico está formado por un tetrámero de las 
histonas H3 y H4, y dos heterodímeros de las histonas H2A-H2B (Figura 4). Esta 
organización de la cromatina impide la accesibilidad a proteínas que deben unirse al 
DNA para llevar a cabo su función. Ello implica que dichas estructuras deben ser 
dinámicas y estar sujetas a una regulación en su estado de compactación. 
Las cuatro histonas que componen el núcleo proteico del nucleosoma presentan 
una estructura similar que consiste en un dominio básico N-terminal que sobresale de la 
estructura, un dominio globular que permite las interacciones histona-histona dentro del 
octámero, y una cola C-terminal. Las colas de histonas no contribuyen especialmente en 
el mantenimiento de la estructura ni a la estabilidad del nucleosoma, pero juegan un 
papel esencial en el control de su empaquetamiento en estructuras superiores de 
enrrollamiento (Peterson y Laniel, 2004). Las histonas están sujetas a un gran número 
de modificaciones postraduccionales que incluyen la acetilación, fosforilación, 
metilación,  ubiquitinación, sumoilación y ribosilación, ocurriendo la mayor parte de 
estas modificaciones en la cola básica N-terminal (Figura 4). La acetilación de lisinas 
provoca una disminución de carga de forma que se pierde parte de la interacción 
electrostática entre la proteína y el DNA. Esto se traduce en un estado relajado de la 
cromatina y, por tanto, en un ambiente permisivo para que pueda unirse toda la 
maquinaria proteica necesaria para procesos de transcripción o reparación (Mellor, 
2006). 
La acetilación de histonas es un proceso dinámico en el que actúan enzimas 
histona acetil transferasas (HAT; Histone Acetyltransferases) y enzimas histona 
desacetilasas (HDAC; Histone deacetylases) (Mellert y McMahon, 2009). Las HAT 
pueden agruparse en dos clases: las HAT de tipo A se localizan en el núcleo y acetilan 
nucleosomas en reacciones estrechamente relacionadas con la activación 
transcripcional, mientras que las HAT de tipo B están presentes en citoplasma y se 
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encargan principalmente de acetilar histonas de nueva síntesis antes de ensamblarse en 
la cromatina durante la replicación. Así, existen numerosos reguladores 
transcripcionales con actividad HAT intrínseca, como PCAF, Gcn5p, SRC-1, ACTR, o 
p300/CBP (Marmorstein y Trievel, 2009). Pero la actividad acetiltransferasa de varias 
HAT no se limita a las histonas, siendo capaces de acetilar proteínas no-histonas como 
p53, STAT-3 y c-myc, pudiendo alterar así su función o su capacidad de unión al 
sustrato (Singh y col., 2010). 
Por otra parte, las HDAC se relacionan con complejos represores de la 
transcripción. En mamíferos existen tres familias de HDAC: la clase I incluye a las 
HDAC1, 2, 3 y 8, mientras que la clase II engloba las HDAC4, 5, 6, 7, 9 y 10. Estas dos 
clases conforman la familia de HDAC clásica, mientras que la tercera clase de HDAC 
corresponde a la familia SIRT de desacetilasas dependientes de NAD+. La HDAC11 
comparte características comunes a las desacetilasas de las clases I y II, por lo que no ha 
sido clasificada dentro de ninguna de ellas. Las HDAC de clase I se encuentran casi 
exclusivamente en el núcleo, pudiendo localizarse la HDCA3 en el citoplasma ya que 
 
 
Figura 4. Mapa de modificación de histonas.  
Representación esquemática del octámero de histonas, donde se indican las posibles
modificaciones postraduccionales presentes en los residuos del extremo N-terminal de las
histonas. A: acetilación; M: metilacíón; P: fosforilación; Ub: ubiquitinación. 
Introducción 35
posee una región NES (Nuclear Export Sequence), mientras que las HDAC de clase II 
son capaces de entrar y salir del núcleo en respuesta a señales celulares (Witt y col., 
2009). Las HDAC no actúan en solitario sino que forman parte de complejos proteicos. 
Tres de los complejos mejor caracterizados que reclutan la actividad de las HDAC1 y 2 
son Sin3, NuRD y Co-REST. La HDAC3 necesita interaccionar con N-CoR y SMRT 
para estar completamente activa, y puede formar heterodímeros con otras HDAC como 
las HDAC4, 5 y 7 (de Ruijter y col., 2003). Además pueden interaccionar directamente 
con un gran número de proteínas de unión a DNA, como pueden ser factores de 
transcripción y diferentes correpresores o coactivadores. Así, el factor de transcripción 
YY1 (Yin Yang 1) regula negativamente la transcripción por unión a HDAC1, 2 y 3, 
pudiendo, por otro lado, ejercer un papel activador por unión a CBP/p300 (Cress y Seto, 
2000). Varios receptores nucleares también se asocian directamente a las HDCA, como 
es el caso de los receptores de andrógenos y de estrógenos, que se acomplejan con la 
HDCA1 (Glozak y col., 2005).  
Tanto las proteínas HAT como las HDAC se alteran en un gran número de 
enfermedades humanas así como en diferentes tipos de cáncer (Khan y Khan, 2010). Se 
ha observado que las HDAC están implicadas en la funcionalidad de productos 
oncogénicos generados por translocación en formas específicas de leucemia y linfoma. 
En este sentido la oncoproteína de fusión PML-RARα, generada por translocación en la 
leucemia aguda promielocítica, reprime la transcripción asociándose a un complejo 
correpresor que presenta actividad HDAC (Minucci y Pelicci, 2006). Se ha comprobado 
también que las HDAC2 y 3 están sobreexpresadas en cáncer de colon (Zhu y col., 
2004; Wilson y col., 2006), y se han detectado niveles aumentados de la HDAC1 en 
tumores gástricos, de esófago y de próstata (Dokmanovic y Marks, 2005). En cuanto a 
las proteínas HAT también se ha comprobado que formas aberrantes generadas por 
translocaciones cromosómicas son responsables de ciertos tipos de leucemia 
(Marmorstein y Roth, 2001). Esta clara relación entre acetilación/desacetilación de 
histonas y desarrollo de tumores, hace cobrar importancia al estudio de los inhibidores 
de la actividad histona desacetilasa como agentes terapéuticos y carcinoprotectores. 
  
1.4.2.1. Inhibición de la actividad HDAC 
El dominio catalítico de las HDAC está compuesto por una secuencia de 390 
aminoácidos muy conservada. El centro activo presenta un bolsillo tubular curvado y 
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ensanchado en el fondo. La eliminación del grupo acetilo se realiza a través de un 
sistema de transmisión de carga formado por dos residuos de histidina adyacentes, dos 
residuos de aspártico y un residuo de tirosina. Un componente esencial del sistema es un 
ión Zn2+, cuyo sitio de unión se encuentra en el fondo del bolsillo. Los inhibidores de la 
actividad histona desacetilasa actúan quelando el Zn2+ presente en el bolsillo catalítico, 
como en el caso de los ácidos hidroxámicos, benzamidas, y los ácidos carboxílicos, o 
bien reaccionando con él, como ocurre con los epóxidos (Bertrand, 2010).  
Los inhibidores más potentes de la actividad histona desacetilasa son los ácidos 
hidroxámicos como la tricostatina A (TSA) o el ácido suberoilanilido hidroxámico 
(SAHA), que actúan in vitro a concentraciones nanomolares y micromolares. Su 
estructura consiste en una cadena alifática que permite la entrada en el bolsillo 
catalítico. El grupo ácido quela el ion Zn2+, mientras que la región más voluminosa de la 
molécula actúa taponando el bolsillo. Entre los ácidos carboxílicos destacan el ácido 
valproico y los ácidos grasos de cadena corta como el propiónico, acético y butírico. 
Los ácidos carboxílicos inhiben la actividad HDAC de forma reversible y son menos 
potentes que los ácidos hidroxámicos, actuando in vitro a concentraciones milimolares 
(Monneret, 2005). Mientras que la TSA actúa como un inhibidor competitivo, el 
butirato lo hace como inhibidor no competitivo, siendo necesarias dos moléculas de este 
último para ocupar el bolsillo catalítico de la enzima (Davie, 2003). 
Numerosos estudios han demostrado que los inhibidores de HDAC son capaces 
de frenar la proliferación celular e inducir diferenciación y apoptosis en un amplio 
espectro de células tumorales (Marks y col., 2003). No en vano, en la actualidad se 
están desarrollando numerosos estudios clínicos en el tratamiento de diferentes tipos de 
tumores a través del uso de estos inhibidores (Ma y col., 2009; Tan y col., 2010). Una 
de las principales razones que apoyan el estudio de estos compuestos como agentes 
antitumorales es su acción preferencial sobre células transformadas a concentraciones a 
las cuales no se detecta efecto sobre las células normales (Herold y col., 2002; 
Henderson y col., 2003). Se ha propuesto que los efectos antitumorales de los 
inhibidores de HDAC se deben a la reactivación de genes supresores de tumores en 
células transformadas (Cress y Seto, 2000). La presencia de estos inhibidores altera el 
balance entre las actividades HAT y HDAC, lo que se traduce en una hiperacetilación 
de histonas que, como ya se ha mencionado previamente, provoca cambios en la 
estructura de la cromatina favoreciendo la transcripción en términos que promueven 
parada de ciclo celular, diferenciación y apoptosis (Peserico y Simone, 2011). También 
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es esencial su papel regulador sobre el estado de acetilación de varias proteínas no 
histonas implicadas en procesos de regulación de la transcripción, como p53, STAT3 o 
c-myc (Yao y Yang, 2011). Pero no todos los genes responden modificando su 
expresión en presencia de inhibidores de HDAC, sino que sólo lo hace un reducido 
número de ellos (Mariadason y col., 2000). El modo en que estos agentes actúan sobre 
genes específicos no es del todo conocido, siendo esencial el estudio de los mecanismos 
que regulan dicho proceso para el futuro desarrollo de tratamientos eficaces, tanto 
paliativos como preventivos, frente a diferentes tipos de tumores. 
 
1.4.2.2. Regulación de la expresión génica por inhibidores de HDAC 
Los mecanismos a través de los cuales las HDAC son capaces de regular la 
expresión génica son esencialmente tres: (1) Alteración de la estructura de la cromatina 
por desacetilación de histonas, (2) generación de sitios de reconocimiento para proteínas 
no histonas, y (3) desacetilación de proteínas no histonas alterando así su actividad o su 
capacidad de unión al sustrato. Teniendo en cuenta estas premisas puede plantearse la 
posibilidad de que los inhibidores de HDAC afecten a la expresión génica actuando a 
cualquiera de estos tres niveles. 
La acetilación de las lisinas de las histonas genera una estructura relajada o 
abierta que permite la unión de proteínas que interaccionan con el DNA, y cuya función 
puede estar relacionada con reparación, replicación  o transcripción. Para explicar cómo 
los inhibidores de HDAC son capaces de regular la expresión de un porcentaje de genes 
específicos tan pequeño a través de un mecanismo tan general, se debe recurrir a la 
existencia de elementos de repuesta a estos agentes en la secuencia promotora de los 
genes diana. Uno de los inhibidores de HDAC sobre el que más estudios se han 
realizado al respecto es el butirato. Se ha descrito la presencia teórica de elementos de 
respuesta a butirato (BRE, butyrate response element) en la región promotora de ciertos 
genes. Los primeros datos descritos corresponden a estudios del virus HIV-1 (Bohan y 
col., 1989) donde el tratamiento con butirato estimula la replicación del virus en células 
HeLa. Análisis mutacionales permitieron descubrir la existencia de dos regiones de 
respuesta a este agente en el LTR (Long Terminal Repeat) del virus. Pudo observarse la 
presencia de dos sitios de unión para el factor de transcripción Sp1 en una de las 
secuencias de respuesta a butirato, que previamente habían sido descritos como 
esenciales en la actividad transcripcional del promotor. Mutaciones dirigidas en estos 
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sitios de unión de Sp1 disminuían la expresión génica inducida por butirato. 
Posteriormente se localizaron secuencias homólogas en el promotor del gen de la 
proteasa de citotoxicidad celular CCP1 en linfocitos T (Fregeau y col., 1992), en el de la 
calbindina-D28k (Gill y Christakos, 1993), y en el de IGFBP-3 (IGF binding protein 3) 
(Walker y col., 2001). 
Se ha comprobado que prácticamente todos los inhibidores de HDAC 
incrementan la expresión de p21 (Villar-Garea y Esteller, 2004). Esta proteína tiene 
como función parar el ciclo celular en fase G1 o S a través de mecanismos dependientes 
o independientes de p53. Para ello forma complejos cuaternarios con la ciclina A, Cdk2 
y PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), inhibiendo la actividad de quinasa las 
proteínas Cdk (Harada y Ogden, 2000). Su papel en el ciclo celular, así como su 
expresión regulada por butirato, convirtieron a su promotor en un buen candidato para 
la búsqueda de elementos de respuesta a este agente. De hecho, existen sitios de unión 
para Sp1 y Sp3, responsables de los efectos del butirato y de la TSA sobre la 
transcripción (Nakano y col., 1997). Los sitios Sp1/Sp3 en el promotor de p21WAF1 se 
corresponden con cajas ricas en GC, siendo también esencial la presencia de p300 en la 
función reguladora de estos factores sobre la transcripción (Xiao y col., 2000).  
Otro de los factores implicados en la regulación de la expresión de p21WAF1 es 
ZBP-89 (Zinc-finger binding protein 89). p300 se asocia directamente con ZBP-89 
formando un complejo regulador del que también forma parte Sp1. Este complejo se 
une a las cajas ricas en GC presentes en el promotor, ejerciendo allí su función 
reguladora de la transcripción. ZBP-89 parece actuar como proteína de anclaje que 
permite la interacción indirecta entre Sp1 y p300 (Bai y Merchant, 2000). Además, es 
capaz de incrementar la expresión por mecanismos dependientes de p53, uniéndose a él 
y estabilizándolo (Merchant y col., 2003). De este modo bloquea la salida de p53 al 
citoplasma, donde sería degradado por el proteasoma, incrementando la vida media de 
p53, que permanece en el núcleo pudiendo regular así sus genes diana, entre los que se 
encuentra p21WAF1 (Bai y Merchant, 2001). Además se ha comprobado que ZBP-89 es 
capaz de reclutar y activar a la quinasa ATM (ataxia-telangiectasia mutated), que tiene 
un papel esencial en la respuesta a inhibidores de HDAC. La unión de dicha quinasa a 
las cajas ricas en GC del promotor de p21WAF1 es dependiente de p300 y ZBP-89, pero 
no de Sp1 (Bai y col., 2006). También se ha observado que ZBP-89 reprime la 
transcripción del gen de la vimentina a través de su interacción con Sp1 (Zhang y col., 
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2003), mientras que es capaz de activar la expresión del gen de la fosfatasa alcalina 
intestinal (Malo y col., 2006). 
 Además de las cajas ricas en GC, con sitios de unión Sp1/Sp3, se ha demostrado 
también la importancia de las cajas CCAAT en la regulación de la expresión génica en 
respuesta a inhibidores de HDAC. Algunos ejemplos de genes donde se han descrito 
elementos de respuesta a butirato con esta secuencia son los de la β-globina (Gordon y 
col., 2005) o el de la tirosina hidroxilasa (Patel y col., 2005). Se ha descrito la unión de 
varios factores de transcripción a esta secuencia, como son NF-Y, GATA-1 y C/EBP. 
Las cajas CCAAT siempre se encuentran flanqueadas por al menos un elemento 
promotor funcionalmente importante. Se ha demostrado que NF-Y incrementa 
considerablemente la afinidad por el DNA de otros factores de transcripción vecinos 
haciendo ambos complejos mucho más estables, como en el caso de Sp1, SREBP1 o 
RF-X (Mantovani, 1999). También se ha comprobado que la RNA polimerasa II se une 
a todos los promotores de los genes con cajas CCAAT de manera dependiente de NF-Y, 
y que éste se asocia con la proteína TBP (TATA binding protein) y a varios factores 
asociados a TBP (TAF, TBP associated factors), e interacciona con las HAT p300/CBP, 
PCAF y Gcn5 (Kabe y col., 2005). 
 
1.4.2.3. Acetilación de proteínas no histona 
Otro de los mecanismos esenciales a través de los cuales los inhibidores de 
HDAC ejercen su función reguladora de la expresión génica es a través de los niveles de 
acetilación/desacetilación de diferentes proteínas no histonas. La acetilación 
postraduccional de lisinas genera un apantallamiento de cargas positivas y, por tanto, 
altera las propiedades electrostáticas de la proteína. Este hecho puede afectar tanto a su 
actividad como a su capacidad de interacción con el sustrato, pudiendo también 
desempeñar un papel esencial en la estabilidad proteica (Spange y col., 2009).  
Uno los factores de transcripción en el que más se  ha profundizado acerca de 
estas modificaciones postraduccionales es la proteína p53. Una gran variedad de señales 
de estrés celular promueven la estabilidad de p53, su acumulación en el núcleo y su 
activación. Esto se traduce en la parada del ciclo celular en fase G1/S o G2/M, o bien 
conduce a la entrada de la célula en apoptosis. p53 presenta en su región central un 
dominio de unión a DNA, y un dominio de activación transcripcional en el N-terminal. 
En el extremo C-terminal de la proteína se ubican las señales de localización nuclear y 
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el dominio de tetramerización (Brady y Attardi, 2010). Este factor sufre numerosas 
modificaciones postraduccionales como fosforilación, acetilación, glicosilación y 
ubiquitinación, que son fundamentales en todos los mecanismos de respuesta a estrés.  
p53 se acetila por CBP/p300 en siete residuos de lisina (K305, K370, K372, K373, 
K381, K382, K386) del extremo carboxilo terminal, y en uno del dominio de unión al 
DNA (K164), mientras que la lisina K320 es acetilada por PCAF, y la K120 por 
Tip60/hMOF (Meek y Anderson, 2009). Diferentes estudios ponen de manifiesto que la 
acetilación de p53 por CBP/p300 en lisinas del extremo C-terminal es fundamental 
tanto para su unión al DNA como para su actividad reguladora de la transcripción (Dai 
y Gu, 2010). Uno de los principales papeles de la acetilación de p53 es el incremento de 
su estabilidad; la acetilación de lisinas en el extremo C-terminal de p53 es esencial para 
evitar su degradación mediada por la ubiquitina-ligasa  MDM2 (Murine Double Minute 
2) (Lavin y Gueven, 2006). Esto se debe a que los residuos de lisina que son 
ubiquitinados en el extremo C-terminal de p53 son los mismos que se acetilan tras 
respuesta a estrés celular. Por otra parte, la acetilación de la lisina K320 parece 
incrementar la supervivencia celular por activación de genes diana implicados en la 
parada del ciclo celular (Knights y col., 2006). En cambio, se ha comprobado que la 
acetilación de la lisina K120 es esencial en la activación de genes implicados en 
apoptosis pero no en ciclo celular, y se ha propuesto que la acetilación en este residuo es 
fundamental para que p53 pueda desplazar de forma adecuada a la proteína 
proapoptótica Bak de su interacción con Mcl-1 (Sykes y col., 2009). El equilibrio en la 
acetilación de p53 se mantiene principalmente por desacetilación a través de HDCA1 y 
SIRT1 (Dai y Gu, 2010).  
Existen más ejemplos de proteínas no histonas reguladas por acetilación, como 
el factor de transcripción STAT3 que participa en la ruta de señalización por citoquinas. 
STAT3 se encuentra de forma latente en el citoplasma y su dimerización es necesaria 
para activarse y entrar en el núcleo. Tras el tratamiento con citoquinas, CBP/p300 
acetila a STAT3 en la K685 promoviendo así su dimerización, incrementado su unión al 
DNA y potenciando su actividad transactivadora (Glozak y col., 2005). También un 
gran número de receptores nucleares están regulados por acetilación, como es el caso de 
E2F, que pertenece a una familia de factores de transcripción implicados en el control 
del ciclo celular, la replicación del DNA y en proliferación celular. E2F se acetila a 
través de CBP/p300 y PCAF, lo que incrementa su capacidad de unión al DNA y 
estimula su actividad transcripcional (Marzio y col., 2000). Uno de los mecanismos de 
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regulación de la actividad del factor de transcripción NF-κB consiste en la regulación de 
su localización subcelular a través de la proteína IκB. La acetilación por CBP/p300 de 
diferentes lisinas de NF-κB regula su capacidad de interacción con IκB, además de su 
afinidad por el DNA y su actividad transcripcional (Quivy y Van Lint, 2004). 
 Otros muchos factores de transcripción son regulados por acetilación como es el 
caso de MyoD, c-Myc, GATA-1, EKLF y receptores de andrógenos y estrógenos 
(Spange y col., 2009). También son diana de acetilación algunas proteínas no 
implicadas directamente en la transcripción como la α-tubulina, que es desacetilada por 
HDAC6 y SIRT2, regulando así el proceso de polimerización de los microtúbulos y 
todos los fenómenos de motilidad celular (Perdiz y col., 2011). Ku70 es una proteína 
implicada en la reparación de roturas de doble hebra en el DNA, que juega un papel 
esencial en la apoptosis. Tras daño en el DNA su nivel aumenta e interacciona con Bax, 
impidiendo su translocación a la mitocondria y frenando así el proceso de apoptosis. La 
acetilación de Ku70 por CBP/p300 en las lisinas K539 y K542 impide la interacción 
con Bax, promoviendo así su liberación, localización en la mitocondria y activación del 
proceso apoptótico (Cohen y col., 2004). Todos estos datos ponen de manifiesto la 
complejidad en la regulación de proteínas no histonas por acetilación en residuos de 
lisina. La Figura 5 resume estos diferentes procesos celulares regulados por HDAC. 
 
1.5. METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ 
El correcto remodelado de la matriz extracelular y la interacción de las células 
con ella son dos fenómenos esenciales en numerosos procesos fisiológicos como el 
desarrollo, la morfogénesis, y el mantenimiento de la estructura de los tejidos. Esto 
supone que la degradación de la matriz extracelular debe estar perfectamente controlada 
en condiciones fisiológicas, y cualquier alteración se relaciona con numerosas 
enfermedades como la artritis, las úlceras crónicas, la fibrosis o el cáncer. Entre toda la 
maquinaria celular encargada de este proceso de degradación destacan las enzimas 
proteolíticas de la familia de las metaloproteinasas de la matriz (MMP; Matrix 
Metalloproteinase). Las MMP son una familia de endopeptidasas dependientes de Zn2+ 
y Ca2+ que son activas a pH neutro. La primera actividad MMP descubierta corresponde 
a la colagenasa (MMP-1), habiéndose identificado actualmente 24 miembros de esta 
familia MMP en vertebrados, 23 de ellas presentes en humanos (Klein y Bischoff, 
2011). Las MMP generalmente están constituidas por un prodominio, un dominio 
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catalítico, una región visagra y un dominio hemopexina. La mayor parte son secretadas 
al exterior celular, aunque algunas de ellas pueden quedar ancladas a la membrana por 
una región transmembrana de tipo I. Las MMP se sintetizan en forma de pre-
proenzimas; tras la eliminación del péptido señal la proenzima se secreta al exterior 
celular, permaneciendo latente debido al mantenimiento del prodominio en el extremo 
N-terminal. En el extremo C-terminal de las MMP se localiza el dominio hemopexina, 
 
 
Figura 5. Esquema general de los diferentes procesos celulares regulados por las HDAC. 
La figura muestra una lista parcial de diferentes procesos biológicos cuyo mecanismo está
regulado por acetilación. (A) La acetilación puede regular la unión de diferentes factores de
transcripción al DNA; (B) la estabilidad proteica está influída por las HAT y las HDAC, ya que
las lisinas pueden estar sujetas tanto a acetilación como a ubiquitinación; (C) la entrada y salida
de proteínas en el núcleo está regulada por acetilación de las importinas, componentes de la
envoltura nuclear; (D) múltiples funciones de p53 están reguladas por acetilación; (E) la
accesibilidad al nucleosoma está también regulada por las HAT y las HDAC; (F) la acetilación
del factor de transcripción STAT-3 induce su dimerización y translocación al núcleo; (G) se
requiere la HDAC6 para el correcto reclutamiento de las proteínas mal plegadas al agresoma;
(H) la translocación de Bax a la mitocondria está influenciada por la acetilación de la proteína
Ku70 asociada al daño en el DNA. (FT: factor de transcripción; Ac: acetilación; Ub:
ubiquitinación). 
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estabilizado por un puente disulfuro entre dos cisteínas cercanas, y cuya función 
principal es determinar la especificidad por el sustrato. Tanto las MT-MMP 
(Membrane-type MMP) como las MMP-11, -21 y -28, presentan un dominio adicional 
en la región C-terminal del propéptido que es reconocido por serínproteasas de tipo 
furina, de modo que estas MMP pueden activarse intracelularmente (Murphy y Nagase, 
2008). 
Las MMP pueden activarse in vitro mediante el uso de agentes químicos 
modificadores de grupos tiol, SDS, o agentes caotrópicos. Un pH ácido o el tratamiento 
con calor también permiten alcanzar esta activación. In vivo el principal mecanismo de 
activación está mediado por proteasas, entre las que destaca la plasmina. Esta proteasa 
se genera a partir del plasminógeno a través del activador de plasminógeno o del 
activador de plasminógeno de tipo uroquinasa. Ambos se encuentran asociados a 
membrana, lo que permite una activación de las MMP localizadas en la matriz 
extracelular (Kessenbrock y col., 2010). Una vez activas, las MMP pueden participar en 
la proteolisis del prodominio y consiguiente activación de otras MMP. La actividad de 
las MMP también se encuentra estrechamente regulada por dos tipos principales de 
inhibidores endógenos: (1) inhibidores de proteasas no específicos como la α2-
macroglobulina o la α1-antiproteasa, y (2) los inhibidores titulares de MMP (TIMP; 
Tissue inhibitor of metalloproteinases). Estos tienen forma de cuña de modo que 
encajan en el centro activo de la misma forma que lo hace el sustrato, y su unión con las 
MMP con una estequeometría 1:1 no es covalente (Brew y Nagase, 2010). 
La expresión tisular de la mayoría de las MMP es normalmente baja, siendo 
inducida en aquellos lugares y situaciones en los que se requiere el remodelado de la 
matriz extracelular. La expresión de las MMP se encuentra principalmente regulada a 
nivel transcripcional, aunque también se puede modular la estabilidad de su mRNA 
(Clark y col., 2008). Las regiones promotoras de los genes MMP contienen elementos 
reguladores muy conservados, y su expresión puede inducirse a través de diferentes 
factores de transcripción, respondiendo a citoquinas o a factores ambientales como el 
contacto con la matriz extracelular (Vincenti y Brinckerhoff, 2007; Yan y Boyd, 2007). 
Varias rutas mediadas por factores de crecimiento y citoquinas convergen en el sitio de 
unión para el factor de transcripción AP-1. Este elemento de respuesta se sitúa 
aproximadamente en posición -70 del promotor de estos genes y une homodímeros o 
heterodímeros de oncoproteínas de las familias Fos y Jun. Aunque se ha comprobado la 
activación de la expresión de la MMP-1 por AP-1, el efecto contrario ha podido 
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demostrarse por acción de glucocorticoides sobre varios miembros de la familia MMP. 
El mecanismo de supresión transcripcional por glucocorticoides implica la unión del 
receptor de estos a la proteína Jun, de forma que Jun no es capaz de unirse al sitio AP-1 
e inducir la expresión del gen diana (Chakraborti y col., 2003). Existe también un sitio 
PEA3 en la mayoría de los promotores de las MMP. A esta secuencia se unen miembros 
de la familia de oncoproteínas ETS. Las proteínas ETS no suelen dimerizar para unirse 
al DNA, aunque normalmente forman complejos con otros factores de transcripción 
como AP-1. Se ha demostrado que los sitios AP-1 y PEA3 cooperan a la hora de 
incrementar la transcripción, aunque la presencia de otros elementos como sitios de 
unión para NF-κB o Cbfa1 es también necesaria para regular de forma precisa la 
expresión de los genes MMP en tejidos específicos (Folgueras y col., 2004). 
A pesar de la estrecha regulación tanto de su expresión como de su actividad, las 
MMP se relacionan con numerosas patologías, habiéndose demostrado ampliamente su 
implicación en procesos carcinogénicos. Las MMP pueden favorecer el desarrollo 
tumoral no sólo a través de la degradación de la matriz extracelular circundante, sino 
también por liberación de factores de crecimiento encriptados en la matriz extracelular o 
por la generación de fragmentos bioactivos. Además esta actividad proteolítica rompe 
las interacciones célula-matriz y célula-célula. Esto supone que las MMP no sólo 
inducen el crecimiento del tumor, sino que también incrementan la invasividad de las 
células cancerosas, y juegan un papel esencial en el proceso de angiogénesis (Deryugina 
y Quigley, 2010). En este sentido existen numerosos estudios que ponen de manifiesto 
la relación entre las MMP y los fenómenos de progresión tumoral. Se ha comprobado 
que una expresión elevada de varias MMP, tanto en tumores primarios como en 
metástasis, se correlaciona con un incremento de la progresión tumoral, con un aumento 
de la invasividad y de la metástasis a órganos secundarios con un mal pronóstico 
(Deryugina y Quigley, 2006).  
La actividad proteolítica de las MMP contribuye a la formación de un 
microambiente complejo que promueve la transformación maligna en estados 
tempranos del tumor (Kessenbrock y col., 2010). De esta forma las MMP son capaces 
de activar factores de crecimiento, suprimir la apoptosis de las células tumorales, 
eliminar los gradientes de citoquinas generados por el sistema inmune, o liberar factores 
angiogénicos. El efecto inductor del crecimiento tumoral ejercido por las MMP se debe 
principalmente a su actividad proteolítica sobre proteínas que no forman parte de la 
matriz extracelular. Así se ha comprobado que las MMP permiten la liberación de 
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factores de proliferación celular como IGF y actúan sobre diferentes rutas de 
señalización, como la del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR-1) 
(Levi y col., 1996; Manes y col., 1997). Pero, probablemente, la ruta de señalización 
mejor estudiada en estos procesos de tumorigénesis inducida por MMP es la del factor 
TGF-β. Aunque este factor ejerce generalmente una actividad supresora de tumores, en 
estados avanzados de la enfermedad puede generar efectos diametralmente opuestos, 
comportándose como agente promotor de tumores y favoreciendo procesos metastásicos 
(Massague, 2008). En este sentido, TGF-β deriva de una forma inactiva que sufre una 
conversión proteolítica a través de furinas u otras proteasas para dar lugar a la molécula 
biológicamente activa. Así, se ha demostrado que las MMP-2, -9 y -14 pueden activar 
proteolíticamente a TGF-β favoreciendo tanto el desarrollo del tumor como fenómenos 
de invasividad y metástasis (Yu y Stamenkovic, 2000; Mu y col., 2002).  
Otra actividad procarcinogénica de las MMP deriva de su capacidad para inhibir 
los procesos de apoptosis. En este sentido se ha demostrado que la MMP-7 degrada al 
ligando Fas que está unido a la membrana, de modo que es capaz de generar 
quimiorresistencia por insensibilización de las células tumorales a ciertos tratamientos 
que inducen la ruta extrínseca de apoptosis (Mitsiades y col., 2001). Por otra parte 
algunas MMP se han asociado con mecanismos de escape de las células tumorales 
frente al sistema inmune del individuo; por ejemplo la MMP-9 es capaz de suprimir la 
proliferación de los linfocitos T (Sheu y col., 2001), y la MMP-11 disminuye la 
sensibilidad de las células tumorales por las células NK (Natural Killer) (Kataoka y 
col., 1999). También se ha demostrado la implicación de diferentes MMP en fenómenos 
de angiogénesis, como en el caso de la MMP-9, que se comporta como un potente factor 
proangiogénico al facilitar la liberación de los factores VEGF (vascular endothelial 
growth factor) y FGF-2 (fibroblast growth factor-2) que se encuentra secuestrado en la 
matriz extracelular (Deryugina y Quigley, 2010). 
 
1.5.1. MMP-11 (estromalisina-3) 
La MMP-11 (estromalisina-3 o ST3) fue inicialmente descrita como un gen 
asociado al cáncer de mama (Basset y col., 1990). Normalmente se expresa de forma 
transitoria en células de origen mesenquimal, durante procesos asociados con el 
remodelado de tejidos o el desarrollo embrionario (Rio, 2005). Sin embargo la MMP-11 
se expresa de forma anormal en la mayoría de los carcinomas humanos y se asocia con 
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la progresión tumoral y el mal pronóstico de la enfermedad (Wei y Shi, 2005). A pesar 
de pertenecer a la familia de las MMP, el único componente de la matriz extracelular 
que la MMP-11 es capaz de degradar es el colágeno de tipo VI (Motrescu y col., 2008), 
si bien actúa sobre otras dianas como la β-caseína, la proteína de unión al factor de 
crecimiento de tipo insulina (IGFBP-1; insulin-like growth factor-binding protein-1), la 
α2-macroglobulina, inhibidores de serínproteasas (como el inhibidor α1-proteinasa y la 
α2-antiplasmina), y el receptor de laminina (Manes y col., 1997; Amano y col., 2005).  
Se han descrito dos isoformas de la MMP-11 (α- y β-ST3) generadas por 
splicing alternativo y regulación a través de distintos promotores (Luo y col., 2002). La 
MMP-11 presenta una organización en dominios similar al resto de las MMP, y un 
dominio adicional, entre el prodominio y el dominio catalítico, que es reconocido por 
convertasas de tipo furina (Figura 6). Este dominio permite que la MMP-11 pueda 
activarse intracelularmente y ser secretada al exterior celular en su forma activa (Pei y 
Weiss, 1995). La isoforma α presenta todos estos dominios en su estructura, mientras 
que la isoforma β carece tanto del péptido señal como del prodominio, lo que supondría 
su expresión en forma constitutivamente activa y únicamente intracelular (Luo y col., 
2002).  
El gen MMP-11, de 11,5 Kb, contiene ocho exones y siete intrones. Los tres 
dominios N-terminal de la proteína (péptido señal, prodominio y dominio catalítico) se 
generan a partir de los 5 primeros exones. El exón 1 contiene el péptido señal y parte 
del prodominio, mientras que el exón 2 contiene el resto del prodominio y la porción N-
terminal del dominio catalítico que se extiende de los exones 2 a 5. El dominio 
hemopexina está formado por cuatro exones compartidos con el dominio catalítico y la 
región 3´ no traducible (Anglard y col., 1995). Los tránscritos α- y β-MMP-11 son 
idénticos desde el exón 2 al ocho, diferenciándose únicamente en el primer exón en 5´. 
Como el sitio de inicio de la traducción y la secuencia que codifica para el péptido señal 
se encuentran en el primer exón de la isoforma α, ambas regiones están excluidas del 
cDNA de la isoforma β. El punto de inicio de la traducción de esta última se encuentra 
en la Met130 de la isoforma α, generándose una proteína de 359 aminoácidos y una 
masa molecular de 40,5 kDa. A diferencia de la isoforma β-MMP-11, la isoforma α 
presenta una pequeña región no traducida de 22 pb que precede a una región de 129 
aminoácidos que codifica el péptido señal, el prodominio, el sitio de reconocimiento y 
activación por furina, y los 32 primeros aminoácidos del dominio catalítico (Luo y col., 
2002). El tamaño del mRNA de la isoforma α-MMP-11 es de 2.260 pb, incluyendo una 
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región 5´ no traducible de 22 pb y otra región 3´ no traducible de 773 pb (Anglard y 
col., 1995). La masa molecular de la proenzima α-MMP-11 es de 55 kDa, mientras que 
se reduce a 44 kDa en su forma activa. 
Estudios del promotor del gen MMP-11 en ratón (Ludwig y col., 2000) y 
humano (Anglard y col., 1995) han desvelado la presencia de elementos de respuesta 
comunes con la mayoría de las proteínas de la familia MMP, como sitios AP1 y PEA3. 
En el promotor  α-MMP-11 se localizan de forma consecutiva la caja TATA y un 
elemento PEA3 entre los nucleótidos -39 y -27. También en posición -461 se encuentra 
un motivo de tipo AP1, que difiere en 1 pb de la secuencia consenso y se ha demostrado 
que no es funcional. Existen varias cajas GT y GC entre los nucleótidos -425 y -20, y un 
 
 
Figura 6. Esquema de las isoformas de la MMP-11. 
La pre-proenzima α-MMP-11 no procesada presenta tanto el péptido señal, que dirige su salida
al exterior celular, como el prodominio que la mantiene en forma latente. En esta región se
localiza el sitio de reconocimiento para convertasas de tipo furina que permite su activación
intracelular. La isoforma α procesada pierde tanto el prodominio como el péptido señal,
disminuyendo su masa molécula de 55 a 44 kDa. Su posterior procesamiento da lugar a una
proteína inactiva de 35 kDa. La isoforma β es sintetizada directamente en forma intracelular y
constitutivamente activa, ya que carece de péptido señal, prodominio y varios aminoácidos del
domino catalítico, lo que reduce su masa molecular a 40 kDa. 
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elemento de respuesta a ácido retinoico (RARE; retinoic acid response element) en 
posición -385 (Anglard y col., 1995). Se ha descrito también la presencia de una 
secuencia de unión de C/EBP entre los nucleótidos -2169 y -2151 (Luo y col., 1999). 
En cuanto al papel de la MMP-11 en carcinogénesis, se ha demostrado que altos 
niveles tanto de proteína como de mRNA se correlacionan con mal pronóstico de la 
enfermedad, y se ha descrito como marcador tumoral en suero (Ahmad y col., 1998; 
Yang y col., 2008). Aunque los mecanismos moleculares aún se desconocen, la 
actividad procarcinogénica de la MMP-11 parece depender directamente de su actividad 
proteolítica, como sugieren los estudios realizados in vivo con mutantes catalíticos de la 
enzima (Noel y col., 2000). Una hipótesis es que, dado que algunas de sus dianas 
catalíticas son inhibidores de proteasas, la MMP-11 puede incrementar el daño tisular 
por activación de otras MMP (Mari y col., 1998). Además, se ha propuesto que es capaz 
de inhibir la apoptosis en células de cáncer de mama regulando el control de la señal de 
insulina (Farrelly y col., 1999), y de promover la supervivencia celular favoreciendo el 
desarrollo de tumores en ratones (Noel y col., 1996). 
 
1.6. ANEXINAS 
Las anexinas son una familia de proteínas cuya principal característica es la 
capacidad para interaccionar con fosfolípidos de forma dependiente de Ca2+. Esta 
superfamilia proteica la constituyen más de 100 miembros diferentes con una amplia 
distribución taxonómica, expresándose en hongos, protistas, plantas y vertebrados 
superiores (Moss y Morgan, 2004). En mamíferos existen doce miembros que, de 
acuerdo con la nomenclatura aceptada, se denominan con la letra A (A1-A11 y A-13). 
Todas las anexinas comparten un núcleo proteico constituido por cuatro repeticiones 
(ocho en la anexina A6) de un motivo estructural de aproximadamente 70 aminoácidos. 
Cada uno de estos motivos está formado por 5 hélices α anfipáticas (A-E), de modo que 
las hélices A, B, D y E dan lugar a una superhélice dextrógira, mientras que la hélice C 
se localiza perpendicular a estas. Las cuatro repeticiones se conectan entre sí a través de 
pequeñas secuencias organizándose en torno a un poro central hidrofílico (Gerke y 
Moss, 2002). Esto da lugar a una estructura con forma de disco plano con una superficie 
ligeramente convexa en la que se localizan los dominios de unión a  Ca2+, y otra 
superficie cóncava donde se sitúa la región amino terminal. Estos sitios principales de 
unión a Ca2+ son los denominados de tipo II y presentan la secuencia consenso 
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(Leu/Met)-Lys-Gly-X-Gly-Thr-(X)38-(Asp/Glu), si bien existen otros sitios adicionales 
de unión a Ca2+ a lo largo de la molécula. El Ca2+ que se une a estos motivos de tipo II 
es el principal responsable de la interacción con membranas biológicas por coordinación 
simultánea de los grupos carbonilo y carboxilo de la proteína con los fosfolípidos 
presentes en la membrana. 
A diferencia de este núcleo proteico altamente conservado, el dominio N-
terminal de las anexinas presenta una gran variabilidad tanto en longitud como en 
secuencia, y permite clasificarlas en diferentes grupos: las anexinas A3, A4, A5, A6, 
A8, A10 y A13a con una extensión N-terminal inferior a 20 aminoácidos; las anexinas 
A1, A2, A9 y A13b con una longitud entre 33 y 47 aminoácidos; y las anexinas A7 y 
A11 con más de 100 residuos de extensión. Esta región es responsable de la interacción 
con otros componentes celulares. Así, se ha descrito la interacción de anexinas no sólo 
con lípidos, sino también con proteínas de unión a Ca2+ de tipo mano-EF como las de la 
familia S100 (Miwa y col., 2008), proteínas del citoesqueleto como la actina (Hayes y 
col., 2004), y otros ligandos no proteicos como RNA o GTP (Bandorowicz-Pikula y 
col., 2003; Filipenko y col., 2004). Además el dominio N-terminal está sujeto a 
numerosas modificaciones postraduccionales y actúa como principal región reguladora 
de la actividad de estas proteínas (Gerke y Moss, 2002). 
Las anexinas presentan una gran diversidad de funciones, gran parte de ellas 
relacionadas directamente con su capacidad para unir Ca2+ e interaccionar con 
membranas biológicas (Gerke y col., 2005). En este sentido, se ha demostrado que 
diferentes miembros de esta familia pueden actuar como proteínas de andamiaje 
(scaffold), funcionando como organizadoras de la interfase entre el citoplasma (o 
citoesqueleto) y la superficie citosólica de la membrana plasmática (Rescher y Gerke, 
2004). Por ejemplo, en células musculares se ha descrito que la organización de 
microdominios de tipo lipid raft es dependiente de la presencia de las anexinas A2 y A6 
(Chasserot-Golaz y col., 2005; Cornely y col., 2011). De hecho, la capacidad de la 
anexina A2 para unir actina la convierte en una proteína esencial en diferentes procesos 
celulares asociados con la organización de dominios y estructuras en la membrana, 
como las uniones adherentes epiteliales, o a través de complejos con moléculas de 
adhesión que median la interacción célula-matriz o célula-célula (Rescher y col., 2008; 
Morel y col., 2009). Se ha propuesto que la célula es capaz de regular la organización de 
estos dominios de membrana por movilización del Ca2+ intracelular. La concentración 
intracelular de Ca2+ necesaria para inducir la translocación de las anexinas desde el 
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citoplasma a la membrana es diferente entre todos los miembros de esta familia 
proteica. Dependiendo del modo de movilización del Ca2+, de la localización 
intracelular del mismo y de la naturaleza de su señal, las diferentes anexinas serán 
reclutadas a la membrana de manera independiente. Esto permite a las células responder 
a diversos estímulos experimentando reorganizaciones dinámicas de la membrana 
dependientes de las funciones estructurales de las anexinas (Gerke y col., 2005). 
Otra de las funciones de las anexinas es la regulación del tráfico vesicular, y se 
consideran también elementos esenciales en los procesos de endocitosis, exocitosis y 
fagocitosis. Así, las anexinas A1, A2 y A6 se encuentran presentes en endosomas, 
habiéndose identificado a la anexina A2 como un componente importante en la 
formación de endosomas tempranos (Cubells y col., 2007; Law y col., 2009; Patel y 
col., 2011). Además, la anexina A2 se ha identificado como parte de un complejo 
chaperona que contiene caveolina-1 y ésteres de colesterol, facilitando el transporte de 
estos últimos desde las caveolas a las membranas internas (Cubells y col., 2008). En 
cuanto a la anexina A1, parece estar implicada en la internalización de endosomas 
multivesiculares y en la internalización del EGFR (White y col., 2006), mientras que la 
anexina A6  regula el transporte de colesterol e, indirectamente, la salida de caveolina 
desde el aparato de Golgi (Cubells y col., 2007). Por otra parte, las anexinas A2 y A7 
están directamente implicadas en la exocitosis regulada por Ca2+, habiéndose descrito su 
papel en la liberación de gránulos cromafines (Chasserot-Golaz y col., 1996; Caohuy y 
Pollard, 2002). Además, tanto la anexina A1 como la A2 se consideran componentes 
importantes en procesos de fagocitosis, si bien otras anexinas parecen estar también 
implicadas en procesos de fusión fagosomal, como la A6, A7 y A11, y se ha detectado 
la presencia de las anexinas A1 a A5 en fagosomas aislados de macrófagos (Pittis y col., 
2003). 
Se ha propuesto que las anexinas pueden funcionar como canales de Ca2+, si bien 
existe cierta controversia al respecto puesto que no se conocen los mecanismos a través 
de los cuales pueden ejercer esta actividad. La primera anexina en la que se describió la 
actividad como canal de Ca2+ fue la A7, seguida posteriormente por la A5. Se ha 
sugerido que la mayoría de las anexinas pueden funcionar como canales de Ca2+ debido 
a su poro hidrofílico central, que supone una característica estructural común a todos los 
miembros de la familia (Gerke y Moss, 2002). Sin embargo los datos in vivo son 
escasos, y la idea general de que su interacción con la membrana es periférica supone 
que, a través de un mecanismo desconocido, las anexinas deben ser capaces de 
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desestabilizar los lípidos de la membrana. Pero para que las anexinas puedan unirse a 
las membranas debe existir una disponibilidad previa de Ca2+. También se ha 
comprobado que, a medida que aumentan los niveles de Ca2+, la anexina A5 se une de 
forma más compacta a la membrana, lo que genera un efecto estabilizador sobre esta. 
Todas estas observaciones generan dudas acerca de la capacidad de estas proteínas para 
actuar como auténticos canales de Ca2+. Por otro lado, varios trabajos han puesto de 
manifiesto que condiciones de pH ligeramente ácidas pueden favorecer la unión de las 
anexinas a fosfolípidos de membrana de forma independiente de Ca2+, como ocurre en 
el caso de la anexina B12 de Hydra, la cual es además capaz de insertarse en la 
membrana (Luecke y col., 1995). 
Se han descrito también diferentes funciones para las anexinas a nivel 
extracelular, si bien no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual son 
externalizadas ya que no presentan secuencias señal que permitan dirigirlas hacia las 
rutas secretoras clásicas. Una de las funciones extracelulares mejor estudiadas es la 
capacidad antiinflamatoria de la anexina A1 mediada por interacción con receptores 
específicos (D'Acquisto y col., 2008). También se ha demostrado la capacidad de la 
anexina A2 para unir y activar plasminógeno en la superficie de células endoteliales (He 
y col., 2011), así como el efecto anticoagulante de la anexina A5 (Cederholm y 
Frostegard, 2005). Finalmente, se ha descrito también la localización nuclear de 
diferentes anexinas. Aunque no se conoce con exactitud la actividad que pueden ejercer 
las anexinas en el núcleo, sí se ha demostrado que la anexina A2  es capaz de unir RNA, 
lo que indica un posible papel en el transporte de RNA desde el núcleo (Filipenko y 
col., 2004). 
 
1.6.1. Anexina A1 
La anexina A1 fue el primer miembro descrito de la familia de las anexinas. Se 
identificó como un segundo mensajero derivado del tratamiento con glucocorticoides y 
fue denominada inicialmente lipocortina (Flower, 1986). Está compuesta por 346 
aminoácidos y tiene una masa molecular de 38 kDa. La estructura ha sido determinada 
por cristalografía, observándose una especial configuración en la región N-terminal de 
la proteína donde la unión de Ca2+ promueve una reconfiguración estructural (Weng y 
col., 1993). La anexina A1 pertenece al grupo de anexinas con una región N-terminal 
corta, en la que se localizan dos hélices α anfipáticas que comprenden los residuos 18 a 
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27 y 2 a 17, mientras que los residuos 28 a 41 se dirigen del dominio I al IV, cerrando la 
estructura globular. La primera hélice interacciona con el dominio IV mientras que la 
segunda hélice se inserta en el dominio III desestructurando la hélice III D, de manera 
que queda desplegada como un bucle en la región convexa (Figura 7). Este modelo 
explica el hecho de que la interacción con calcio y fosfolípidos promueva un cambio en 
la estructura de manera que la extensión N-terminal es desplazada fuera del núcleo 
proteico. 
La anexina A1 se encuentra predominantemente en células diferenciadas, 
especialmente las que pertenecen al sistema hematopoyético, como neutrófilos, 
monocitos, macrófagos y mastocitos (Parente y Solito, 2004). Tras activación por 
diferentes estímulos, estas células movilizan la anexina A1 desde el citoplasma hacia la 
superficie celular y la secretan, de modo que puede actuar de forma autocrina o 
paracrina. Además, varios estudios han demostrado que los glucocorticoides 
incrementan los niveles de anexina A1 en estos tipos celulares. Se ha comprobado en 
macrófagos que el tratamiento con glucocorticoides promueve dos efectos sobre esta 
proteína: a corto plazo (minutos), la anexina A1 presente en la células es fosforilada, lo 
que promueve su secreción y, a largo plazo (18-24 horas), se incrementan sus niveles de 
mRNA por activación del promotor. Este último efecto parece ser específico de cada 
tipo celular, ya que mientras que este incremento en la transcripción se ha descrito en 
macrófagos y mastocitos, en linfocitos T los glucocorticoides promueven el efecto 
contrario, observándose una disminución en los niveles de mRNA (D'Acquisto y col., 
2008).  
Entre las funciones descritas para la anexina A1 destaca su actividad 
antiinflamatoria ya que inhibe varias enzimas relacionadas con la respuesta 
inflamatoria, como son la PLA2, la COX-2 y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS; 
inducible nitric oxide synthase) (Lim y Pervaiz, 2007). Por otra parte, se ha demostrado 
en células de la microglía que la dexametasona y un fragmento de la región N-terminal 
de la anexina A1 son capaces de inhibir la síntesis de COX-2 e iNOS, así como la 
producción de prostaglandina E2 (PGE2) y óxido nítrico de manera dependiente de 
concentración (Parente y Solito, 2004). También se ha observado la sobreexpresión de 
COX-2 y PLA2 en ratones knockout para la anexina A1 (Minghetti y col., 1999). 
Por otra parte, tras ser secretada, la anexina A1 es capaz de unirse a su receptor 
en la superficie celular, lo que promueve entre otras respuestas, desadhesión celular e 
inhibición de la migración de leucocitos, promoviendo el bloqueo de la respuesta 
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inflamatoria. Este receptor pertenece a la familia GPCR, con siete dominios 
transmembrana, y es conocido como receptor de péptidos formilados (FPR; Formyl 
peptide receptor). En humanos el receptor FPR-2 también es conocido como ALXR y 
es, a su vez, receptor para la lipoxina A4, un ligando endógeno antiinflamatorio 
(D'Acquisto y col., 2008). El empleo de inhibidores para este receptor ha permitido 
demostrar que la anexina A1 es capaz de reducir el daño producido por la extravasación 
de neutrófilos y otros leucocitos en modelos de isquemia-reperfusión cardíaca y 
mesentérica (Gavins y col., 2003; Ritchie y col., 2005), y en modelos de peritonitis 
inducida en ratones (Perretti y col., 2001). Además, se ha observado que la señal 
intracelular que se dispara tras unión de la anexina A1 al receptor ALXR promueve la 
fosforilación transitoria de ERK1/2, lo que se asocia con un rápido incremento en los 
niveles intracelulares de Ca2+ (Perretti y D'Acquisto, 2009). 
Otras evidencias del papel antiinflamatorio de la anexina A1 derivan del estudio 
de ratones knockout para esta proteína, donde se ha comprobado que existe una 
respuesta exacerbada en edemas o en peritonitis, así como una pérdida de la respuesta 
inhibitoria por glucocorticoides debido a un incremento en la migración de leucocitos 
(Hannon y col., 2003). Además, la anexina A1 es capaz de reducir la activación de los 
 
 
Figura 7. Estructura de la anexina A1 en ausencia de calcio. 
Se representa la estructura tridimensional de la anexina A1 completa en ausencia de calcio
(PDB 1MCX), remarcándose en color negro la extensión N-terminal. Ésta presenta dos hélices α
anfipáticas consecutivas. La hélice 2-17 se inserta en el dominio III (coloreado en naranja),
desplazando a la hélice IIID, que queda como un bucle en la superficie de la proteína
(Rosengarth y col., 2001). 
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linfocitos T y la migración de los eosinófilos frente a un estímulo alérgico (Kamal y 
col., 2001; Bach Knudsen y col., 2003; Liu y col., 2005). A otro nivel, también se ha 
comprobado que los macrófagos derivados de ratones knockout para esta proteína 
presentan una capacidad fagocítica disminuida debido a la menor expresión de CD11b, 
molécula clave en la adhesión a las partículas fagocitadas (Hannon y col., 2003). Cabe 
señalar que la expresión de anexina A1 se encuentra alterada en diversas enfermedades 
inflamatorias crónicas y autoinmunes, como en la fibrosis quística o en la inflamación 
crónica granulomatosa, poniendo de manifiesto la relación directa de esta anexina con 
procesos inflamatorios (D'Acquisto y col., 2008). 
La anexina A1 no actúa únicamente como molécula antiinflamatoria, sino que es 
capaz de ejercer sus funciones a muchos otros niveles. Por ejemplo, se ha detectado su 
presencia en el núcleo, habiéndose propuesto que podría actuar como molécula 
desenrolladora del DNA por interacción con proteínas de la familia S100 (Zhu y col., 
2010). Dada su capacidad para interaccionar con proteínas del citoesqueleto, 
principalmente la actina, la anexina A1 es también esencial en procesos de tráfico 
vesicular, estando implicada tanto en fagocitosis como en endocitosis y exocitosis 
(Futter y White, 2007). Por último, hay que mencionar su papel regulador del eje 
hipotálamo-hipófisis. En este sentido se ha comprobado que la anexina A1 inhibe la 
liberación de adenocorticotropina y prolactina a nivel adenohipofisario por efecto de la 
dexametasona (Taylor y col., 1995), y es capaz de inhibir la liberación de hormona del 
crecimiento a nivel del hipotálamo (Philip y col., 2001). 
Pero la anexina A1 también es un regulador importante de la proliferación, 
diferenciación y muerte celular, estando por tanto implicada en tumorigénesis. Una de 
las funciones más interesantes de esta proteína sobre la proliferación es su papel como 
sustrato de diferentes quinasas, como la PKC o el EGFR. La fosforilación de la anexina 
A1 por el EGFR en la Tyr-21 incrementa su afinidad por Ca2+ y fosfolípidos (Schlaepfer 
y Haigler, 1987), pero también su sensibilidad a la degradación proteolítica (Haigler y 
col., 1987). Esta fosforilación parece ser importante en el proceso de endocitosis del 
propio EGFR, dado que la anexina A1 juega un papel fundamental en la formación de 
endosomas (White y col., 2006). Además, se ha propuesto que la anexina A1 presenta 
un dominio de homología src de tipo 2 (SH2) en su región N-terminal que le permite su 
unión a la proteína adaptadora Grb2, la cual constituye el nexo de unión entre el EGFR 
y la ruta de las MAPK (Croxtall y col., 2000). En este sentido se ha comprobado que la 
anexina A1 ejerce parte de sus efectos antiproliferativos por activación constitutiva de 
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ERK, lo que conlleva una disminución en la expresión de la ciclina D1 y alteraciones en 
el citoesqueleto (Alldridge y Bryant, 2003). Este efecto sobre la ruta de las MAPK 
parece ser específico del tipo celular ya que, en cáncer de próstata, se ha observado que 
la anexina A1 incrementa la actividad de p38 y JNK, mientras que no promueve 
cambios en ERK (Hsiang y col., 2006). En cualquier caso, estos eventos de señalización 
conducen igualmente a una disminución en la proliferación celular. La fosforilación de 
la anexina A1 por PKC se ha observado en diferentes tipos celulares, y se ha propuesto 
que regula tanto su procesamiento proteolítico como su translocación al núcleo (Kim y 
col., 2003). En hepatocitos se ha comprobado que la fosforilación de la anexina A1 está 
ligada a la señal proliferativa promovida por el factor de crecimiento hepático, de tal 
forma que la anexina actúa en este sistema como amplificadora de la señal proliferativa 
y de la quimiotáxis (Skouteris y Schroder, 1996). En cambio, la correlación entre el 
incremento en los niveles de anexina A1 y un mayor estado de diferenciación está 
ampliamente contrastada, especialmente en células del sistema hematopoyético. 
Finalmente, la anexina A1 también está implicada en procesos apoptóticos y, por 
tanto, su expresión se ha relacionado con procesos tumorigénicos. Por un lado, se han 
detectado niveles elevados de esta proteína en diferentes tipos de tumores, como en 
hígado y páncreas, probablemente debido a un efecto proliferativo (Bai y col., 2004; 
Clifton y col., 2006). También se ha identificado como un factor proinvasivo y 
metastásico en cáncer de pulmón, y de cabeza y cuello (Wu y col., 2002; Jiang y col., 
2003). En cambio, se ha descrito que la expresión de anexina A1 se encuentra 
disminuida en otros tipos de tumores, como en próstata, esófago o mama (Hu y col., 
2004; Patton y col., 2005; Shen y col., 2005), sugiriendo una potencial capacidad 
antiproliferativa. En este último tipo de tumores se ha demostrado que además es capaz 
de atenuar tanto la transición epitelio-mesénquima como el proceso metastásico. Un 
ejemplo de estos efectos aparentemente contradictorios puede observarse en monocitos. 
Por un lado, se ha relacionado la sobreexpresión de anexina A1 con la inducción de 
apoptosis por TNF-α y etopósido (Canaider y col., 2000). En cambio, también se ha 
propuesto que la anexina A1 promueve la resistencia de los monocitos frente a la 
apoptosis inducida por TNF-α y que los niveles de esta proteína son constitutivamente 
superiores en células resistentes respecto a las células sensibles (Wu y col., 2000). Un 
efecto parecido se ha observado en células MCF-7, donde la transfección con anexina 
A1 promueve resistencia frente a adriamicina y etopósido (Solito y col., 2001). Por 
tanto, el papel de la anexina A1 tanto en apoptosis como en progresión tumoral no es 
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claro, aunque puede afirmarse que es altamente dependiente del tipo celular y, muy 
probablemente, del estado de diferenciación. 
 
1.6.2. Anexina A5 
La anexina A5 fue inicialmente aislada a partir de placenta humana y poco 
después detectada en vasos sanguíneos (Boersma y col., 2005). Dadas sus propiedades 
anticoagulantes se le denominó proteína vascular anticoagulante α (VAC-α) o proteína 
anticoagulante placentaria 1 (PAP-1). Está constituida por 317 aminoácidos y tiene una 
masa molecular de 36 kDa. Fue el primer miembro de la familia de las anexinas de 
mamífero cuya estructura tridimensional se determinó cristalográficamente (Figura 8). 
Presenta el dominio N-terminal más corto de toda la familia (15 aminoácidos), siendo 
este esencial para su actividad como canal de Ca2+. Además es también el miembro de 
la familia con mayor afinidad por la fosfatidilserina (PS), por lo que se utiliza como 
marcador de externalización de este fosfolípido en procesos apoptóticos (Gerke y col., 
2005). Aunque su localización es citosólica, se dirige hacia la membrana citoplasmática 
o nuclear tras un incremento intracelular de los niveles de Ca2+. Se ha observado que 
durante la activación plaquetaria, la anexina A5 se transloca a la membrana plasmática e 
interacciona con el citoesqueleto por unión directa a la actina (Tzima y col., 2000). 
Dicha interacción con el citoesqueleto también se traduce en un papel regulador de 
procesos relacionados con formación de vesículas, de modo que se ha observado que la 
anexina A5 inhibe la endocitosis y promueve la autofagia en las células HEK293T 
humanas en condiciones de estrés nutricional (Ghislat y col., 2012). Además se ha 
propuesto que puede funcionar como proteína de andamiaje dada su abundancia relativa 
en algunos tipos celulares y a que es capaz de formar trímeros por unión con Ca2+ y 
membranas. Ello estabiliza dichas membranas y genera cambios en su curvatura y en la 
forma de la célula (Gerke y Moss, 2002). Además, la anexina A5 es capaz de 
interaccionar con diferentes componentes de la matriz, como el colágeno (Genge y col., 
2007). Por otro lado, diversos estímulos pueden inducir su translocación al núcleo, 
como el estrés oxidativo, la activación por suero o la señalización por tirosina quinasas 
(Mohiti y col., 1997). 
En relación a su función como proteína anticoagulante extracelular, se ha 
propuesto un modelo en el que la proteína forma una especie de cristal bidimensional 
por unión a los fosfolípidos de la superficie celular actuando a modo de escudo, 
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secuestrando a los fosfolípidos de los factores proteicos circulantes que los emplean en 
su cascada de coagulación (Gerke y Moss, 2002). En este sentido se ha observado la 
inhibición mediada por anticuerpos de la actividad anticoagulante de la anexina A5 
tanto en pacientes con síndrome antifosfolipídico y lupus eritematoso, así como tras 
abortos recurrentes (Satoh y col., 1999). La anexina A5 interacciona también con la 
 
 
Figura 8. Estructura tridimensional de la anexina A5. 
El dominio conservado de las anexinas presenta un plegamiento conservado en todas las
proteínas de la familia, mientras la región N-terminal puede presentar diferentes configuraciones
gracias a la variabilidad de su secuencia. Este extremo N-terminal se recoge en negro con los
dominios I, II, III y IV en azul marino, azul celeste, naranja y rojo, repectivamente. Se presenta
una visión lateral (A) y otra superior (B), mostrándose los sitios de unión de calcio de tipo II en
amarillo junto con los principales residuos implicados en la interacción. En el dominio III se
indican las hélices a de la A a la E. Las figuras se han preparado empleando el programa
MOLMOL (Koradi y col., 1996) a partir de los datos de la anexina A5 humana del Protein Data
Bank (http://www.rcsb.org/pdb) (Fichero PDB 1A8A) (Swairjo y col., 1995). 
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superficie apical de los trofoblastos sincitiales placentarios. Dichas superficies 
promueven la coagulación, lo que supone que el enmascaramiento de éstas por unión de 
la anexina facilita el flujo sanguíneo en la placenta, habiéndose observado en pacientes 
con síndrome fosfolipídico que la presencia de anticuerpos frente a la anexina A5 
provoca trombosis placentaria (Rand, 2000). Cabe señalar que la capacidad de la 
anexina A5 para interaccionar con fosfatidilserina le otorga también un papel como 
inhibidor de la fagocitosis de cuerpos apoptóticos por los macrófagos. Este efecto se 
intensifica por la capacidad que tiene esta proteína para inducir la internalización de 
regiones de membrana ricas en fosfatidilserina (Kenis y col., 2006). Por otra parte, y al 
igual que en el caso de la anexina A1, se ha comprobado que la anexina A5 es capaz de 
inhibir la actividad de la PLA2, lo que puede traducirse en un efecto antiinflamatorio 
(Buckland y Wilton, 1998). Otro potencial efecto protector de esta proteína proviene de 
estudios en tejido pancreático ya que la anexina A5 interacciona de forma directa con 
proteínas amiloidogénicas reduciendo su toxicidad (Bedrood y col., 2009). Esto podría 
vincularse con un papel protector en diferentes enfermedades relacionadas con la 
formación de depósitos amiloides, como el Alzheimer, el Parkinson, la corea de 
Huntington o la diabetes tipo II. Finalmente, la anexina A5 también se ha descrito como 
un inhibidor de la proteína PKC, lo que hace suponer un potencial papel en la 
regulación de procesos de señalización celular (Dubois y col., 1998). 
Por último, se ha demostrado la capacidad de la anexina A5 para regular 
procesos apoptóticos. Así, el fallo de miocardio se ha relacionado con un incremento en 
la apoptosis de los cardiomiocitos y en la expresión de anexina A5, así como de su 
translocación hacia el tejido intersticial (Hofstra y Heymans, 2007). Además, el empleo 
de anticuerpos frente a esta proteína, o su eliminación del medio en estudios in vitro, 
bloquea la apoptosis en cardiomiocitos, lo que sugiere que la anexina A5 tiene una 
actividad proapoptótica per se (Monceau y col., 2004). Como consecuencia de su 
actividad proapoptótica también se la ha relacionado con tumorigénesis, aunque su 
implicación en procesos cancerosos no está clara. Así, en carcinomas de endometrio y 
útero se ha observado una reducción en la expresión de anexina A5 (Karube y col., 
1995), pero en cáncer colorrectal su expresión se ha asociado con estados avanzados del 
tumor y un mal pronóstico (Xue y col., 2009). En carcinomas orales se ha descrito que 
la anexina A5 incrementa la migración y la capacidad invasiva, lo que sugiere que 


















Los factores ambientales pueden ser determinantes para el desarrollo de la 
carcinogénesis colorectal. Entre ellos destacan los hábitos alimenticios, habiéndose 
comprobado que una dieta rica en grasas predispone frente a la formación de tumores 
de colon. Se ha sugerido que este hecho se debe a los altos niveles de ácidos biliares 
presentes en el lumen intestinal con el fin de emulsionar la grasa ingerida. La 
exposición continua a concentraciones anormalmente elevadas de ácidos biliares 
promueve alteraciones celulares, generando estrés oxidativo y daños en el DNA con el 
consiguiente efecto mutagénico. Este hecho puede conducir a la aparición de un grupo 
de células transformadas capaces de resistir los efectos apoptóticos de estos agentes y de 
dar origen a una masa tumoral.  
Por otro lado se ha demostrado que una dieta rica en fibra ejerce un efecto 
protector frente al desarrollo de tumores colorrectales. Uno de los productos derivados 
de la fermentación anaerobia de la fibra en el colon es el butirato. Este es esencial en la 
homeostasis del epitelio colónico ya que regula procesos fundamentales como la 
proliferación, diferenciación y apoptosis. Estos efectos son consecuencia de su 
capacidad para inhibir la actividad de histona desacetilasa, alterando el perfil de 
expresión génica de la célula por acetilación de histonas y otras proteínas. De esta forma 
es importante el análisis de los mecanismos a través de los cuales este agente es capaz 
de regular la expresión de genes específicos que pueden ser determinantes en el proceso 
de transformación maligna. 
 
Partiendo de estar premisas, se proponen los siguientes objetivos: 
 
 Determinar los mecanismos a través de los cuales los ácidos biliares ejercen sus 
efectos citotóxicos en células de adenocarcinoma de colon. Analizar la respuesta 
a ácidos biliares en células que muestran resistencia a los efectos apoptóticos del 
butirato y también a otros tipos de estrés celular. 
 
 Analizar si el efecto del butirato puede estar relacionado con cambios en el perfil 
de expresión génica y profundizar en los mecanismos a través de los cuales este 
agente es capaz de regular la transcripción de determinados genes, como los de 




















3. MATERIALES Y MÉTODOS
  






Tampones para electroforesis y tinción de geles 
 Composición 
TAE Tris-acetato 40 mM, pH 7,9, EDTA 1 mM. 
Tampón de muestras  
SDS-PAGE 
Tris 65 mM, pH 6,8, SDS al 3% (p/v), glicerol al 10% (v/v), azul de 
bromofenol al 0,02% (p/v). 
Tampón de desarrollo 
SDS-PAGE 
Tris 25 mM, pH 8,4, glicocola al 0,14% (p/v), SDS al 0,1% (p/v). 
TBE (0,5X) Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM. 
Azul de Coomassie 
(teñido) 
Coomassie (Brilliant blue R-250) al 0,25% (p/v), metanol al 50% 
(v/v), ácido acético glacial al 10% (v/v). 
Azul de Coomassie 
(desteñido) 
Ácido acético glacial al 7,5% (v/v), metanol al 20% (v/v). 
 
 
Otros tampones y disoluciones 
 Composición 
PBS KH2PO4 1,4 mM, Na2HPO4 7 mM, pH 7,4, NaCl 130 mM, KCl 5 
mM.  
TBS Tris-HCl 20 mM, pH 7,5, Nacl 0,15 M. 
TE Tris 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM. 
Tampón de 
transferencia 
Tris 48 mM, pH 9,5, glicocola 39 mM, SDS 0,0375% (p/v), metanol
al 20% (v/v). 
Tampón de reprobing Tris 62,5 mM, pH 6,7, SDS 2% (p/v), -mercaptoetanol 100 mM. 
Disolución tripsina PBS, tripsina (1:250) al 0,05% (p/v), EDTA al 0,02% (p/v). 
NAR A Hepes 10 mM, pH 7,9, KCl 10 mM, EDTA 0,1 mM. 
NAR C Hepes 20 mM, pH 7,9, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM. 
Tampón de lisis Tris 10 mM, pH 8, NaCl 140 mM, TritonX-100 al 2% (v/v). 
Reactivo de Bradford Coomassie (Brilliant Blue G-250) al 0,01% (p/v) en etanol al 4,75% 
(v/v), ácido fosfórico al 8,5% (v/v). 
SSC Citrato sódico 300 mM, pH 7,0, NaCl 3 M. 
Tampón de unión 
para EMSA 
Tris 15 mM, pH 7,5, DTT 1,5 mM, EDTA 1,5 mM, MgCl2 0,5 mM, 
glicerol al 5% (v/v). 
Tampón de 
citometría de flujo 
Hepes 10 mM, pH 8,5, NaCl 150 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM,
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Tampones para ChIP 
 Composición 
Tampón de lisis celular Hepes 5 mM, pH 8,0, KCl 85 mM, Nonidet-P40 0,5% (v/v). 
Tampón de lisis nuclear Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, SDS 1% (p/v). 
Tampón de dilución Tris-HCl 16.7 mM, pH 8,0, NaCl 167 mM, EDTA 1,2 mM, SDS
0.01% (p/v), Triton X-100 1,1% (v/v). 
Tampón de baja 
fuerza iónica 
Hepes 50 mM, pH 8,0, NaCl 140 mM, Triton X-100 1% (v/v),
desoxicolato sódico 0,1% (p/v), EDTA 1 mM. 
Tampón de alta 
fuerza iónica 
Hepes 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, Triton X-100 1% (v/v),
desoxicolato sódico 0,1%, EDTA 1 mM. 
Tampón LiCl Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, LiCl 250 mM, Nonidet-P40 0,5% (v/v), 
desoxicolato sódico 0,1% (p/v), EDTA 1 mM. 
Tampón de elución Tris-HCl 50 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM, SDS 1% (p/v). 
 
 
Los trabajos recogidos en el apartado de Resultados contienen una descripción 
breve de cada uno de los métodos o técnicas empleadas a lo largo de la investigación 
realizada, por lo que aquí se exponen de forma más detallada sólo algunos de ellos. 
 
3.1. TÉCNICAS GENERALES DE CULTIVO CELULAR 
Todas las operaciones descritas a continuación se realizan en condiciones 
estériles, en cámara de flujo laminar vertical (Telstar), empleando material estéril. El 
material plástico procede de las casas Costar y Sarstedt; el material de vidrio se 
esteriliza en autoclave (Presoclave 75, Selecta) a 120ºC durante 20 min. El medio de 
cultivo empleado es medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) que contiene 4,5 
g/l de glucosa y 110 mg/l de piruvato (Sigma). El tampón PBS se prepara usando agua 
ultrapura (Milli-Q, Millipore) y se esteriliza en autoclave. 
 
3.1.1. Cultivo celular y subcultivos 
 Las células se cultivan de forma rutinaria en medio DMEM suplementado con 
un 5% (v/v) de suero fetal bovino descomplementado (10% en el caso de las células 
Caco-2 y RD), 50 U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-
glutamina (medio completo), y se mantienen a 37ºC en una atmósfera saturada de 
humedad compuesta por un 95% de aire y un 5% CO2 (incubador de CO2 de Nuaire, 
modelo DH Autoflow). El suero fetal bovino, la mezcla penicilina/estreptomicina 
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(20.000 U/ml y 20.000 mg/ml, respectivamente) y la disolución de glutamina (200 mM) 
son de Bio-Whittaker. 
El medio de cultivo se reemplaza habitualmente cada dos o tres días. Cuando el 
número de células por superficie de crecimiento es lo suficientemente elevado, o cuando 
las células han alcanzado la confluencia, se procede a su subcultivo. Para ello, la capa 
celular se lava con PBS y las células se liberan de la superficie por tripsinización con 
una disolución de tripsina, preparada a partir de un stock comercial de tripsina-EDTA 
(Biological Industries). El cultivo celular se mantiene a 37ºC controlándose el proceso 
de liberación de las células de la superficie de cultivo por observación al microscopio. 
Cuando las células se encuentran ya en suspensión, se añade medio de cultivo completo 
con el fin de inactivar la tripsina con el inhibidor de tripsina presente en el suero fetal 
bovino. La suspensión celular obtenida se centrifuga a 800 g (centrífuga MPW-223e) 
durante 10 min, y el sedimento se resuspende en un volumen apropiado de medio de 
cultivo completo. A continuación, las células se siembran en nuevos frascos de cultivo 
para su propagación, o se preparan, de forma adecuada, para los distintos tipos de 
ensayos. 
 
3.1.2. Líneas celulares empleadas 
En la Tabla 2 se recoge el origen de las líneas celulares empleadas así como una 




Se preparan disoluciones stock a concentración 100 mM en DMSO de los 
distintos ácidos biliares (Sigma), conservándose a -20ºC hasta el momento de su uso. En 
cada ensayo se añade el volumen adecuado de la disolución stock al medio DMEM 
completo hasta alcanzar la concentración de ácido biliar deseada, manteniendo una 
concentración final de DMSO no superior al 0,5% (v/v). 
Inhibidores de HDAC 
El butirato sódico (Sigma) se prepara a una concentración 40 mM disuelto en 
medio DMEM completo, se esteriliza por filtración a través de filtros de 0,22 µm de 
diámetro de poro (Renner), y se conserva a 4ºC hasta el momento de su utilización. En 
cada ensayo se añade el volumen adecuado de la disolución stock en medio DMEM 
completo hasta alcanzar la concentración final de butirato deseada. En el caso de la TSA 




(Sigma) se prepara una disolución stock 10 mM en DMSO, que se mantiene a -20ºC 
hasta el momento de su utilización. En cada ensayo, se añade un volumen adecuado de 
la disolución stock al medio DMEM completo, manteniendo una concentración final de 
DMSO no superior al 0,5% (v/v). Tras la tripsinización, las células se siembran y se 
dejan crecer dos días hasta alcanzar la fase exponencial. En ese momento el medio de 
cultivo se reemplaza por los tratamientos correspondientes. 
 
3.2. TÉCNICAS GENERALES PARA EL ANÁLISIS DE PROTEINAS Y 
ÁCIDOS NUCLEICOS 
3.2.1. Obtención de extractos proteicos 
Obtención de extractos totales 
 La recogida de células se realiza por raspado de los cultivos tras el tratamiento. 
Las células se lavan con PBS y se centrifugan a 800 g durante 10 min. El sedimento 
 
Tabla 2. Origen y características de las líneas celulares utilizadas 
LÍNEA CELULAR ORIGEN CARACTERÍSTICAS 
BCS-TC2 Adenocarcinoma de colon humano 
Poco diferenciadas 
No tumorigénicas 
(Turnay y col., 1990) 
BCS-TC2.2 
Obtenidas de tumores generados en 
ratones atímicos al coinyectar células 
BCS-TC2 con matrigel 
Poco diferenciadas 
Tumorigénicas 
(Lopez-Conejo y col., 1996) 
BCS-TC2.BR2 
Selección a partir de células BCS-TC2 




(Lopez de Silanes y col., 2004) 
HT29 








(ATCC CCL136) Rabdomiosarcoma humano 
Poco diferenciadas 
Tumorigénicas 
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celular final se resuspende en el volumen adecuado de tampón de lisis, al que se 
adicionan inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 1 mM, aprotinina 1 µg/ml, 
pepstatina A 1 nM, leupeptina 1 µg/ml, Na3VO4 1 nM, NaF 1nM, β-glicerofosfato 1 nM 
y ditiotreitol 1 mM). Esta suspensión celular se pasa 10 veces a través de una aguja de 
0,5 x 16 mm y se centrifuga nuevamente durante 15 min a 13.000 g con el fin de 
eliminar el material celular no solubilizado. El sedimento se descarta y el sobrenadante 
se conserva a –20ºC hasta su utilización. La concentración de proteína de los extractos 
celulares se cuantifica mediante el método descrito por Bradford (1976). 
 
Obtención de extractos nucleares y citoplasmáticos 
 Tras raspar y recoger las células tal y como se ha indicado en el apartado 
anterior, éstas se resuspenden en tampón de lisis hipotónico NAR A con los inhibidores 
de proteasas y fosfatasas antes detallados. Las células se incuban en este tampón 
durante 10 min en hielo y a continuación se añade Nonidet P-40 a una concentración 
final del 0,1% (p/v). Tras 3 min a temperatura ambiente el extracto celular se agita en 
vórtex y la fracción citosólica se obtiene por centrifugación a 5.000 rpm durante 5 min. 
El sedimento así obtenido contiene los núcleos que se resuspenden en tampón de 
extracción hipertónico NAR C con los inhibidores de proteasas y fosfatasas. La 
suspensión de núcleos se agita durante 1 h a 4ºC y se obtiene el extracto nuclear tras 
centrifugar 5 min a 13.000 rpm. Los extractos nuclear y citoplasmático se conservan a -
80ºC. La concentración de proteína de los extractos celulares se cuantifica igualmente 
por el método de Bradford. 
 
3.2.2. Electroforesis, transferencia e inmunodetección 
 La electroforesis se realiza en geles de poliacrilamida en presencia de 
dodecilsulfato sódico (PAGE-SDS). La polimerización de los geles, así como el 
desarrollo de la electroforesis, se llevan a cabo en  un equipo Mini-Protean de Bio-Rad 
con geles de 0,75 o 1,5 mm de espesor, 7 cm de alto y 8 cm de ancho. Se emplean tanto 
sistemas de 10 como de 15 pocillos. Se utilizan un sistema discontinuo, de acuerdo al 
procedimiento descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). La electroforesis se realiza a una 
intensidad de corriente constante (25 mA/gel) suministrada por una fuente Bio-Rad 
1000/500. La detección de proteínas se lleva a cabo tras el desarrollo de la electroforesis 
por inmersión del gel durante 15 min en la disolución de teñido con azul de Coomassie 
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que, además, fija las proteínas al contener metanol al 50% (v/v) y ácido acético al 10%. 
El exceso de colorante se elimina por sucesivos lavados en la disolución de desteñido. 
Para el desarrollo del Western blot (transferencia e inmunodetección), la 
transferencia electroforética se realiza según el procedimiento descrito por Towbin y 
colaboradores (Towbin y col., 1979). Una vez finalizada la electroforesis, los geles, así 
como las membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL; Amersham) y las láminas de papel 
3MM (Whatman), se equilibran durante 10 min en tampón de transferencia. La 
transferencia se lleva a cabo utilizando un equipo SV20-SDB (Sigma-Aldrich), 
aplicándose una intensidad de corriente constante de 0,8 mA/cm2 de gel durante 1 h. 
Finalizada la transferencia, la membrana se satura por incubación a temperatura 
ambiente durante 1 h con PBS o TBS en presencia de leche deslipidizada al 5% (p/v). A 
continuación, se incuba durante 1 h a temperatura ambiente, o bien 18 h a 4ºC, con el 
anticuerpo correspondiente diluido en PBS ó TBS en presencia de Tween-20 al 0,05% 
(v/v). Posteriormente, la membrana se lava exhaustivamente con ese mismo tampón. La 
incubación con el correspondiente segundo anticuerpo, marcado con peroxidasa, se 
lleva a cabo durante 1 h a temperatura ambiente a la dilución adecuada. Tras un lavado 
en condiciones idénticas a las del primer anticuerpo, el revelado se realiza utilizando un 
kit comercial de ECL (Enhanced ChemiLuminiscence; Amersham). Para el revelado de 
los geles se han empleado dos métodos. En el primero de ellos, se expone una película 
fotográfica (Hyperfilm-ECL; Amersham) a la membrana, se revela posteriormente en 
una procesadora de sobremesa Curix 60 (Agfa) y finalmente se digitaliza utilizando un 
sistema de fotodocumentación de Uvitec. El segundo método es la detección directa de 
la quimioluminiscencia a través de un sistema de captura de imagen LAS-3000 
(Fujifim). Todos los anticuerpos empleados en este trabajo se recogen en la Tabla 3. 
En caso de que las membranas se reutilicen para llevar a cabo la 
inmunodetección de otras proteínas, dicha membrana se sumerge en tampón de 
reprobing durante 30 min a 50ºC para eliminar los anticuerpos. Tras la retirada del 
tampón y posterior lavado exhaustivo de la membrana con TBS-Tween-20 al 0,05% 
(v/v), se procede nuevamente con el protocolo de detección con anticuerpos a partir de 
la saturación con leche deslipidizada. 
 
3.2.3. Inmunoprecipitación de proteínas 
 Para la inmunoprecipitación de proteínas se han empleado dos métodos. Por un 
lado, los extractos (100-150 µg) se pre-clarifican por incubación con 25 µl de 




Tabla 3. Relación de anticuerpos empleados en el trabajo. 
 
ANTICUERPO ANTÍGENO TIPO DILUCIÓN PROCEDENCIA 
EH17a Anexina A1 (38,6 kDa) mAb 1/80 DSHB, Universidad de Iowa  
Anti-anexina A5 Anexina A5 (35,8 kDa) Ab 1/1.000 Obtenido en nuestro laboratorio (Guzmán Aránguez y col., 2004) 
Anti-MMP-11 
(SL3-05) MMP-11 (45/55 kDa) 
mAb 1/500 Calbiochem 
Anti-MMP-2 
(42-5D11) MMP-2 (72 kDa) 
mAb 1/100 Calbiochem 
Anti-p53 (Ab-6, 
clon DO-1) p53 (53 kDa) 
mAb 1/1.000 Thermo Scientific 
Anti-NF-YA NF-YA (40 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-NFκB p50 
(H-119) NFκB (50 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-p21 (C-19) p21 (21 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Sp1 (PEP2) Sp1 (100 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-fosfo-Sp1 Fosfo-Sp1 (T453) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Sp3 (D-20) Sp3 (60/100 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-MAZ (A-17) MAZ (60 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-ZBP89 (S-15) ZBP89 (115 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Smad2/3 
(E-20) Smad2/3 (55/60 kDa) 
Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-fosfo-Smad2/3 Fosfo-Smad2/3 (S423/425) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-fosfo-Smad3 Fosfo-Smad3 (S423/425) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-acetil-Lys Proteínas con acetil-Lys mAb 1/1.000 Upstate 
Anti-PARP PARP (116 y 89 kDa) mAb 1/500 LabGen 
Anti-p38MAPK p38-MAPK (43 kDa) Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-fosfo-
p38MAPK Fosfo-p38 (T180/Y182) 
Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-p44/42MAPK p44/42 (44 y 42 kDa) Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-fosfo-
p44/42MAPK Fosfo-p44/42 (T202/Y204) 
Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-JNK-MAPK JNK (46 y 54 kDa) Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-fosfo-JNK-
MAPK Fosfo-JNK (T183/Y185) 
Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-Akt Akt (60 kDa) Ab 1/1.000 Cell Signaling 
Anti-fosfo-Akt Fosfo-Akt (S473) Ab 1/1.000 Cell Signaling 
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Sepharose-4B durante 2 h a 4ºC. Tras centrifugar, el sobrenadante se incuba con el 
anticuerpo específico durante 20 h a 4ºC. Se añaden 50 µl de una mezcla de esferas 
Proteína A-Sepharose 4B/Sepharose-4B (1:1) y nuevamente se incuba otras 4 h a 4ºC. 
Las esferas se lavan dos veces con PBS y el material retenido se eluye en tampón de 
aplicación de electroforesis. Las muestras se someten posteriormente a análisis por 
Western blot. 
 El otro método empleado se basa en el uso de partículas magnéticas. En este 
caso, se incuban 50 µl de Proteína G-Dynabeads (Invitrogen) con 2,5 µg del anticuerpo 
correspondiente durante 20 h a 4ºC. Tras realizarse 3 lavados con PBS conteniendo 
albúmina de suero bovino (PBS/BSA 5 mg/ml) empleando un sistema Dynal MPC-S 
Tabla 3 (cont.). Relación de anticuerpos empleados en el trabajo. 
 
ANTICUERPO ANTÍGENO TIPO DILUCIÓN PROCEDENCIA 
Anti-Bcl-2 Bcl-2 (26 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Mcl-1 Mcl-1 (35 y 40 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Bcl-xL Bcl-xL (30 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Bax (N-20) Bax (23 kDa) Ab 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Bim Bim (12, 15 y 23 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Bid Bid (15 y 22 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Caspasa-3 Caspasa-3 (21 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Caspasa-9 Caspasa-9 (21 kDa) Ab 1/1000 Cell Signaling 
Anti-lámina B1 Lámina B1 (68 kDa) mAb 1/500 MBL 
Anti-vinculina 
(hVIN1) Vinculina (116 kDa) 
mAb 1/3.000 Sigma 
Anti-DPP-IV-PE Dipeptidil peptidasa IV mAb 1/500 Conjugado con ficoeritrina, PharMingen/BD Bioscicnces 
Anti-IgG de cabra-
FITC IgG de Cabra 
Conejo 1/100 Conjugado con FITC, Jackson 
Anti-IgG de conejo-
HRP IgG de conejo 
Cabra 1/3.000 Conjugado con peroxidasa. Bio-Rad 
Anti-IgG de ratón-
HRP IgG de ratón 
Cabra 1/5.000 Conjugado con peroxidasa. Pierce 
Anti-IgG de cabra-
HRP IgG de cabra 
Conejo 1/20.000 Conjugado con peroxidasa. Jackson 
Anti-IgG de ratón-
HRP TRUE Blot IgG de ratón 
Cabra 1/1000 Conjugado con peroxidasa, 
eBioscience 
Anti-IgG de cabra-
HRP TRUE Blot IgG de cabra 
Conejo 1/1000 Conjugado con peroxidasa, 
eBioscience 
mAb: anticuerpo monoclonal; Ab: anticuerpo policlonal. 
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(Invitrogen), se lleva a cabo la inmunoprecipitación añadiendo 100 µg de extracto sobre 
las Dynabeads e incubando 2,5 h a 4ºC. El material inmunoprecipitado se lava tres 
veces con PBS/BSA y las proteínas se eluyen de las Dynabeads resuspendiendo en 
tampón de aplicación  de electroforesis y calentando 5 min a 90ºC. 
 
3.2.4. RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction) 
 El RNA total se purifica empleando el kit RNAqueus (Ambion) según las 
especificaciones de la casa comercial. Cada muestra de RNA se somete a una 
transcripción inversa empleando el kit “High Capacity Reverse Transcription Kit” 
(Applied Biosystems). La expresión de mRNA se cuantifica usando un marcaje SYBR 
Green y empleando cebadores específicos para el gen que se desea estudiar. El análisis 
se lleva a cabo en un sistema 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). La 
cuantificación relativa se realiza siguiendo el método ∆∆CT, que emplea el rRNA 18S 
como gen endógeno de referencia. 
 
3.2.5. Arrays de cDNA 
 Las células se recogen por tripsinización antes de alcanzar la confluencia, se 
lisan y el RNA total se aísla empleando el kit ToTALLY RNA (Ambion). Tras ello, las 
distintas preparaciones de RNA se someten a transcripción inversa en presencia de [α-
33P]dCTP (ARC, 6000 Ci/mmol) y los productos marcados radioactivamente se 
emplean para hibridar arrays de cDNA (MGC arrays, 9600 genes). Los resultados de la 
hibridación se procesan de acuerdo a los valores del parámetro Z (Cheadle y col., 2003). 
De forma breve, este parámetro es el promedio del logaritmo decimal de la intensidad 
de cada punto (al menos se hace por triplicado) dividido por la desviación estándar de 
las intensidades de todos los puntos. Los cambios en la expresión génica entre las 
distintas líneas celulares o tratamientos se calculan por la diferencia entre los valores 
promedio de Z (Z diff), dividiéndose posteriormente por la desviación estándar de todos 
los valores obtenidos para Z diff para obtener el parámetro Z ratio. Estos valores se 
consideran significativos si su valor es ≥ 1,5 o ≤ -1,5, siendo considerados sólo aquellos 
valores que presentan Z ≥ 0. Además, el cociente entre Z diff y su desviación estándar 
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3.3. ESTUDIOS DE PROLIFERACIÓN, DIFERENCIACIÓN Y APOPTOSIS 
 
3.3.1. Ensayos de viabilidad celular 
Para la valoración de la proliferación y la viabilidad celular se emplean dos 
aproximaciones metodológicas diferentes: la valoración con MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio; Sigma) y la producción de ATP. Para el 
método con MTT se sigue el protocolo descrito por Mosmann (Mosmann, 1983). Se 
prepara una disolución stock de MTT a 5 mg/ml en PBS y se añade a las células a una 
concentración final de 1,25 mg/ml. Las muestras se incuban en oscuridad durante 3 h a 
37ºC en estufa de CO2. Transcurrido este tiempo, se retira el medio de cultivo de los 
pocillos y se añade la cantidad necesaria de HCl 0,04 N en isopropanol para lisar las 
células y disolver el precipitado. Finalmente, se registra la absorción a 570 nm en un 
lector de ELISA (Expert 96 de Asys/Hitech). Como blanco del ensayo se utiliza la 
absorbancia registrada en pocillos sobre los que se realiza el tratamiento anteriormente 
descrito, pero en ausencia de células. 
La determinación de la viabilidad por niveles de ATP se lleva a cabo mediante 
un ensayo de bioluminiscencia (Cell-Titer Glo; Promega) basado en el sistema 
luciferasa-luciferina de luciérnaga. Las células se siembran en placas de 96 pocillos en 
presencia de medio completo. Dos días después de la siembra, el medio se reemplaza 
por medio fresco que contiene los diferentes agentes cuyo efecto se va a analizar. El 
ensayo se realiza siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial y la 
actividad luciferasa se mide en un luminómetro Lumat LB 9057 (Berthold). 
 
3.3.2. Valoración de la actividad de fosfatasa alcalina 
La actividad de fosfatasa alcalina se emplea como marcador de diferenciación 
celular. Para valorar dicha actividad se sigue el protocolo propuesto por Schroy y 
colaboradores (Schroy y col., 1994). Transcurrido el tiempo adecuado de tratamiento, se 
retira el medio de cultivo, se lava la monocapa con PBS y se lisan las células en el 
volumen adecuado de tampón de lisis. La suspensión celular se pasa 10 veces a través 
de una aguja de 0,5 x 16 mm y se conserva a 4ºC hasta su valoración. La actividad de 
fosfatasa alcalina se determina mediante un kit (Spinreact) utilizando p-nitrofenilfosfato 
como sustrato. Una concentración fija de sustrato (1 ml de la solución comercial) se 
preincuba a 37ºC durante 1 min en un espectrofotómetro termostatizado (DU 640, 
Beckman) antes de añadir 20 µl de la muestra y medirse la absorción a 405 nm. El 
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incremento de la absorbancia a 405 nm con el tiempo, debido a la formación de p-
nitrofenol, es directamente proporcional a la actividad de fosfatasa alcalina, tomándose 
la pendiente obtenida durante 3 min de incubación. Como blanco se considera la 
pendiente que genera 1 ml de la solución comercial en presencia de 20 µl del tampón de 
lisis. La actividad de fosfatasa alcalina se mide en mU por miligramo de proteína total, 
siendo la unidad de actividad la cantidad de fosfatasa alcalina necesaria para producir 1 
mmol de p-nitrofenol por min a 37ºC. 
. 
3.3.3. Citometría de flujo 
Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento adecuado, las células se 
tripsinizan, se centrifugan a 1.500 rpm y se lavan con PBS. El sedimento celular se 
resuspende en tampón de citometría, a una densidad de 1x106 células por mililitro de 
tampón. Alícuotas de 1x106 células se incuban durante 15 min a temperatura ambiente 
con la sonda correspondiente. Previamente a la realización de las medidas se añaden 
100 µl de yoduro de propidio al 0,005% (p/v; Sigma) para discriminar las células 
necróticas. Como valor control se toma la fluorescencia intrínseca de las células en 
ausencia de sonda. La medida se realiza en un citómetro de flujo FACScan (Becton-
Dickinson) del Centro de Microscopía y Citometría de la Universidad Complutense de 
Madrid. Se emplean las siguientes sondas: 
1. Anexina A5-FITC (isotiocianato de fluoresceína; marcador de apoptosis). La 
anexina A5 se aísla y marca con FITC en nuestro laboratorio (Turnay y col., 
1995). Se añade entre 1 y 2 µg de anexina A5-FITC por cada 5x106 células. 
2. DCFH (2',7'-diclorfluorescein-diacetato, Serva; marcador de estrés 
oxidativo). Se prepara una disolución concentrada (10 mM) en PBS, y se 
añade 1 µg por cada mililitro de suspensión celular. 
3. Rodamina 123 (Sigma; marcador de potencial de membrana mitocondrial). 
Se prepara una disolución en PBS (10 µg/ml), y se añade 1 µg por cada 
mililitro de suspensión celular. 
Para la detección por citometría de proteínas específicas mediante el empleo de 
anticuerpos, tras la tripsinización las células se lavan dos veces con PBS. 5x106 células 
se resuspenden en 500 µl de PBS en presencia de BSA al 0,1% (p/v) y azida al 0,02% 
(p/v). En caso de ser necesaria la permeabilización, las células se fijan con formaldehído 
al 3,7% (v/v) y se permeabilizan con Triton X-100 al 0,1% (v/v) en PBS. La suspensión 
celular se incuba en presencia de la dilución apropiada de anticuerpo durante 1 h a 37ºC 
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en oscuridad. Posteriormente, las células se lavan dos veces con PBS/BSA/azida y se 
incuban con la dilución apropiada del anticuerpo secundario correspondiente durante 1 
h a 37ºC en oscuridad. Finalmente, las células se lavan dos veces con PBS/BSA/azida, 
se resuspenden en 300-500 µl y se analizan. 
 
3.3.4. Valoración de la actividad de lactato deshidrogenasa 
La actividad delactato deshidrogenasa (LDH) en el medio extracelular se emplea 
como marcador de necrosis. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se recoge el 
medio y se centrifuga 10 min a 1.500 rpm. La actividad LDH se valora en la fracción 
libre de células empleando el kit LDH (Sigma). Una concentración fija de sustrato 
(piruvato) se atempera a 25ºC durante 1 min en un espectrofotómetro termostatizado 
(DU-640; Beckman) antes de añadir 40 µl de la muestra y medir la absorción a 340 nm. 
La disminución de la absorbancia a 340 nm con el tiempo, debido a la formación de 
NAD+, es directamente proporcional a la actividad LDH, tomándose la pendiente 
obtenida durante 3 min de incubación. Para obtener el blanco, la incubación se realiza 
con DMSO al 0,5% (v/v). La actividad se mide en mU por célula, lo que corresponde a 
la cantidad de LDH necesaria para producir 1 µmol de NAD+ por min a 25ºC. 
 
3.3.5. Fragmentación de DNA genómico 
Una vez finalizados los tratamientos las células se recogen, se lavan con PBS y 
se resuspenden (107 células/ml) en un tampón Tris-borato 45 mM, pH 8,0, conteniendo 
Nonidet P-40 al 0,25% (v/v) y EDTA 10 mM. Se añade RNasa (Boehringer Mannheim) 
libre de DNasas a la suspensión celular a una concentración final del 0,1% (p/v) y se 
incuba 1 h a 50ºC seguido de otra incubación de 1 h a 50ºC en presencia de 1 mg/ml de 
proteinasa K. Finalmente, la temperatura se eleva hasta 70ºC y se añade el tampón de 
carga [10 mM EDTA, pH 8,0, 0,25% (p/v) de azul de bromofenol, 40% (p/v) de 
sacarosa, y una concentración final del 1,5% (p/v) de agarosa de bajo punto de fusión]. 
Las muestras se cargan en un gel al 2% (p/v) de agarosa de alto punto de fusión y se 
lleva a cabo la electroforesis. El gel se tiñe con bromuro de etidio y se analiza por 
exposición a luz ultravioleta. 
 
3.3.6. Determinación fluorimétrica de especies reactivas de oxígeno 
Las células se siembran en placas de 96 pocillos a la densidad celular adecuada y 
se dejan crecer durante 48 h. Una vez realizados los tratamientos correspondientes, se 
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añaden al medio 10 µl de DCFH. Tras incubar 15 min a 37ºC, se mide la fluorescencia 
del DCFH oxidado en un lector de placas Fluostar Optima (BMG Labtech) empleando 
un filtro de excitación de 485 nm y otro de emisión de 520 nm. Alternativamente puede 
estudiarse el efecto de diferentes inhibidores de enzimas productoras de especies 
reactivas de oxígeno por preincubación de las células durante 2 h, o con N-acetil 
cisteína 10 mM durante 1 h, previo al inicio de los tratamientos. 
 
3.3.7. Actividad de caspasas 
Para evaluar la actividad de caspasas las células se recogen por raspado y lavado 
en PBS y se lisan en tampón Tris 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM,  
NaH2PO4 10 mM, Na2HPO4 10 mM, Nonidet P-40 al 1% (v/v), ortovanadato sódico 0,4 
mM, PMSF 1 mM, aprotinina 10 µg/ml y leupeptina 10 µg/ml, durante 30 min a 4ºC. 
Posteriormente la muestra se centrifuga a 20.000 g durante 30 min, recogiéndose el 
sobrenadante y valorándose la concentración de proteína. A 20 µg de extracto proteico 
se le añaden 5 volúmenes de tampón Hepes 25 mM, pH 7,5 que contiene CHAPS al 
0,1% (v/v), sacarosa al 10% (p/v), DTT 10 mM y BSA 0,1 mg/ml. A continuación el 
extracto se incuba con los correspondientes sustratos fluorescentes a una concentración 
10 mM: acetil-DEVD-7-amino-4-metilcumarina, acetil-IETD-7-amino-4-metilcumarina 
o acetil-LEHD-7-amino-4-metilcumarina (todos de Calbiochem), para medir la 
actividad de la caspasa-3, -8 o -9 respectivamente. Tras 1 h de incubación a 37ºC, la 
reacción se detiene por adición de una mezcla de agua/acetonitrilo (75/25; v/v) y ácido 
trifluoroacético al 0,1% (v/v). La actividad caspasa es proporcional a la fluorescencia 
emitida por el sustrato una vez procesado por la caspasa. La fluorescencia se determina 
separando los distintos productos por HPLC en fase reversa (columna C18) y 
registrando la emisión de fluorescencia a 455 nm tras excitar a 338 nm. 
 
3.3.8. Ensayo de activación de Bax 
Estos ensayos se basan en la exposición del epítopo N-20, presente en el 
dominio N-terminal de la proteína, debido a los cambios conformacionales que sufre 
tras su activación. Para ello las células tratadas (2 placas de 10 cm de diámetro por 
muestra) se lisan en un tampón de lisis compuesto por Hepes 10 mM, pH 7,4, CHAPS 
al 1% (v/v), NaCl 150 mM, aprotinina 10 µg/ml y leupeptina 10 µg/ml, con el fin de 
preservar la conformación de Bax. Como control positivo de apoptosis, las células 
pueden tratarse con cisplatino 100 µM durante 24 h. Como control positivo de 
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inmunoprecipitación  se emplea una muestra de células lisadas en un tampón que 
contiene Triton X-100 [Tris 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EGTA 1 mM, Triton X-
100 al 1% (v/v), glicerol al 10%  (v/v) e inhibidores de proteasas] y que expone 
completamente el epítopo N-20. Estos lisados se emplean tanto como extractos totales 
para análisis por Western blot, como para inmunoprecipitación. En este último caso, se 
incuba una alícuota de 50 µg de partículas proteína G-Sepharose durante 1 h a 4ºC con 
7,5 µl (0,2 mg/ml) del anticuerpo policlonal anti-Bax (N-20), se recuperan por 
centrifugación y se lavan dos veces con tampón de lisis. Los lisados se centrifugan a 
13.000 g durante 5 min para eliminar los núcleos y desechos celulares. Tras 
determinación de la concentración de proteína y normalización de las muestras, los 
sobrenadantes se añaden a la suspensión de partículas y se incuban en rotación durante 
2 h a 4ºC. Los inmunoprecipitados se recogen por centrifugación y se lavan tres veces 
con 1 ml de tampón de lisis antes de resuspenderlos en tampón de carga para su 
posterior análisis por PAGE-SDS y Western blot con el anticuerpo anti-Bax N-20.  
 
 
3.4. ANÁLISIS DE PROMOTORES 
 
3.4.1. Ensayos de transfección y luciferasa 
Para los ensayos de luciferasa, las células se siembran en placas de 24 pocillos y 
se cultivan hasta alcanzar la fase exponencial. En este punto las monocapas se lavan dos 
veces con medio de cultivo en ausencia de suero y se incuban con 1 µg de DNA durante 
16 h a 37ºC en presencia del reactivo de transfección Escort IV (Sigma). En la Figura 9 
se indican las construcciones empleadas en este trabajo para los ensayos de luciferasa. 
A continuación se cambia el medio de cultivo, adicionando medio completo, y se deja 
recuperar durante 24 h a 37ºC. A continuación se llevan a cabo los tratamientos 
correspondientes y, posteriormente, la células se recogen en el tampón de lisis 
suministrado en el kit Luciferase Reporter Gene Assay (Roche), se incuban a 
temperatura ambiente durante 15 min y se centrifugan durante 5 min a 5.000 rpm a 4ºC. 
Finalmente, se mezclan 50 µl del sobrenadante con 100 µl de sustrato de la luciferasa 
por agitación en vórtex y se mide la actividad en un luminómetro Lumat LB 9507 
(Berthold, Germany). 
Para los experimentos de luciferasa dual se transfectan 500 ng del plásmido de 
estudio junto con 500 ng de plásmido pRL-TK (Promega) que dirige la expresión 




Figura 9. Esquema de las construcciones empleadas en los ensayos de luciferasa. 
Construcciones conteniendo las diferentes regiones del promotor de la anexina A1 (A) y del de
la MMP-11 (B), que se han analizado en cada caso. La figura muestra las posiciones de
comienzo y final de la región clonada en cada plásmido respecto del sitio de inicio de la
transcripción (+1). También se muestran de manera esquemática distintos sitios de unión para
factores de transcripción. 
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constitutiva de la luciferasa de Renilla. La transfección y el tratamiento de las células se 
realizan de igual modo al descrito para los ensayos de luciferasa. Para medir la actividad 
de las luciferasas de luciérnaga y Renilla por separado se emplea el kit Dual-luciferase 
Report System (Promega). Brevemente, tras homogeneizar y centrifugar como en los 
ensayos de luciferasa, se añaden 20 µl de sobrenadante sobre 100 µl de reactivo para la 
luciferasa de luciérnaga y se mide la emisión en el luminómetro. A continuación, se 
añade un segundo reactivo que contiene un apagador de la emisión de luz por la 
luciferasa de luciérnaga y un sustrato específico para la luciferasa de Renilla, se agita en 
vórtex y se mide la emisión nuevamente. Los datos de luciferasa de luciérnaga se 
normalizan respecto a la actividad luciferasa de Renilla en cada muestra. 
 
3.4.2. Ensayos de retardo en gel (EMSA; Electrophoretic Mobility Shift Assay) y 
Superretardo (Supershift) 
Los oligonucleótidos correspondientes a diferentes regiones de los promotores a 
analizar se mezclan en tampón SSC 0,3 veces concentrado a una concentración final de 
25 ng/µl. Se incuban a 70ºC durante 3 min y se dejan enfriar lentamente para conseguir 
su hibridación. Todos los oligonucleótidos empleados a lo largo del trabajo se 
especifican en la Tabla 4. Los oligonucleótidos de doble cadena se marcan por reacción 
con la polinucleótido quinasa del fago T4 en presencia de [γ-32P]ATP (ARC, 3000 
Ci/mmol). Alternativamente se marcan oligonucleótidos de doble cadena 
correspondientes a los sitios de unión al DNA de los factores de transcripción que se 
desean analizar. La reacción se desarrolla durante 10 min y se detiene por adición de 1 
µl de EDTA 0,5 M. A continuación, se diluye con 89 µl de tampón TE y se elimina el 
[γ-32P]ATP no incorporado empleando una columna de Sephadex G-25 (Amersham 
Biosciences). La sonda marcada se conserva a -20ºC. 
En la reacción de unión se incuban 5 µg de proteína de extracto nuclear con una 
cantidad adecuada de sonda marcada (según el tiempo transcurrido desde el marcaje) 
durante 30 min a temperatura ambiente en tampón de unión, en presencia de albúmina 
de suero bovino 20 µg/ml y 2 µg de poli(dI-dC) (Sigma). En las reacciones de 
competición se incorpora sonda no marcada a una concentración molar 100 veces 
mayor que la de la sonda en estudio. El volumen final de reacción es 20 µl. Para los 
experimentos de super-retardo se realiza una segunda incubación de 15 min a 
temperatura ambiente tras añadir el volumen adecuado de anticuerpo específico a la 
mezcla de reacción inicial. 
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Los complejos DNA-proteína se resuelven por electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 4% en TBE 0,5 veces concentrado, en condiciones no 
desnaturalizantes. Tras polimerizar el gel se realiza un pre-desarrollo durante 30 min a 
150 V en este tampón. Se cargan las muestras y se desarrolla la electroforesis durante 
2,5 h a 180 V. A continuación se seca el gel y se expone a una película de 
autorradiografía a -80ºC durante el tiempo que se estime adecuado según el marcaje de 
la sonda. 
 
3.4.3. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
Las células se siembran en placas de 10 cm de diámetro (10 placas/muestra) 
hasta alcanzar la fase exponencial, momento en el que se realizan los tratamientos 
correspondientes. A continuación se lleva a cabo el entrecruzamiento añadiendo sobre 
el medio de cultivo formaldehído a una concentración final del 1% (v/v), e incubando 3-
4 min a temperatura ambiente en agitación. Tras ello, se descarta el medio y se detiene 
el entrecruzamiento añadiendo glicocola a una concentración final de 0,125 M e 
incubando durante 5 min a temperatura ambiente en agitación. Las células se lavan con 
PBS, se raspan y se recogen por centrifugación a 5.000 rpm durante 5 min. Las células 
se resuspenden en 4-6 ml de buffer de lisis celular en presencia de inhibidores de 












Construcción cNt-hA5  
Primer A 5’-TCGTATAATGTGTGGAATTGTGAG-3’ 
Primer B 5’-TTCTGCATCAGCTCTGGCATC-3’ 
Primer C 5’-GCTGATGCAGAAACTCTTCGG-3’ 
Primer D 5’-CTTAAGCTTAGTCATCTTCTCCACAGAG-3’ 
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proteasas, se homogeiniza 3 veces en potter y se incuban en hielo 10-15 min. A 
continuación se centrifuga a 5.000 rpm durante 5 min a 4°C para sedimentar los núcleos 
y estos se resuspenden en 1 ml de tampón de lisis nuclear. 
A continuación se procede a la sonicación de la cromatina para obtener 
fragmentos de alrededor de 500 pares de bases. La cromatina sonicada se centrifuga 10 
min a 12.000 rpm y 4°C las veces necesarias hasta que desaparezca el sedimento. El 
tamaño de los fragmentos se comprueba por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%, 
mientras que la cantidad de cromatina de cada muestra se calcula por medida de 
absorbancia a 260 nm. Alícuotas de cada muestras se diluyen 1:100 en SDS al 1% y se 
establecen unas “unidades arbitrarias” según la fórmula: A260 x 100 = u.a./ml. La 
cromatina sonicada se diluye diez veces en tampón de dilución. 
Paralelamente se preparan 50 µl de Proteína G-Dynabeads por muestra. Se lavan 
tres veces con 1 ml de PBS/BSA (BSA 5 mg/ml). En cada lavado se centrifuga a 1 min 
a 3.000 rpm y 4°C, y se emplea un sistema magnético Dynal MPC-S (Invitrogen). 
Posteriormente las Dynabeads se resuspenden en 2 µg de anticuerpo por muestra y se 
incuban toda la noche a 4ºC en rotación (los anticuerpos empleados van dirigidos frente 
a los factores de transcripción cuya posible unión al promotor se quiere comprobar). El 
mismo protocolo se lleva a cabo incubando Dynabeads sin anticuerpos (sólo con 
PBS/BSA), con el fin de tener un control negativo de inmunoprecipitación. A 
continuación se lavan las Dynabeads 4 veces con PBS/BSA, se resuspenden en 30 µl de 
PBS/BSA por muestra, y se lleva a cabo la inmunoprecipitación. 
Para ello, a los 30 µl de Dynabeads (ya con el anticuerpo unido) se le añaden 3,5 
u.a. de cromatina por muestra, igualándose los volúmenes finales de todas las muestras 
con tampón de dilución, y se incuban 1,5 h a 4ºC en rotación. Se eliminan los 
sobrenadantes por decantación (sin centrifugación previa), y se guarda el sobrenadante 
de las Dynabeads incubadas sin anticuerpo como control positivo (INPUT). A 
continuación se realizan dos lavados con tampón de baja fuerza iónica, dos lavados con 
tampón de alta fuerza iónica, 2 lavados con tampón LiCl y 1 lavado con TE. Todos los 
lavados se realizan sin centrifugación, eliminando los sobrenadantes por decantación y 
resuspendiendo las Dynabeads en 1 ml de cada uno de los tampones. Tras el lavado 
final con TE, las Dynabeads se centrifugan 1 min a 3.000 rpm y el sobrenadante se 
elimina con pipeta. Se resuspende cada muestra con vórtex en 30 µl de tampón de 
elución y se incuba 10 min a 65ºC. Se centrifuga 1 min a 3.000 rpm y se recoge el 
sobrenadante en un tubo eppendorf. Las Dynabeads se vuelven a resuspender en 30 µl 
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de tampón de elución y se vuelven a incubar 10 min a 65ºC. Tras centrifugación, los 30 
µl de sobrenadante se añaden al tubo eppendorf con los anteriores. A estos 60 µl se les 
añaden 140 µl de tampón de elución y se incuban toda la noche a 65ºC (también se 
incuban los INPUT, a los que se añaden 10 µl de RNasa A). A continuación se añaden 2 
µl de proteinasa K a las muestras y 4 µl a los INPUT, y se incuba 1,5 h a 37°C. 
Finalmente se purifica el DNA mediante un kit (PCR Purification Kit; Quiagen) y se 
realiza la PCR con los cebadores apropiados. Los fragmentos de PCR se resuelven por 
electroforesis en un gel de agarosa al 2%, se tiñen con bromuro de etidio y se analizan 
en un sistema de fotodocumentación  Gel Doc XR (Bio-Rad).  
 
3.5. EXPRESIÓN, PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LA ANEXINA 
A5 
En este apartado sólo se describe en detalle la metodología empleada en los 
experimentos con los que se ha estado más directamente implicado. 
3.5.1. Expresión y purificación 
La expresión y purificación de la anexina A5 humana (hA5) y de pollo (cA5), 
así como de la proteína de pollo truncada en el dominio N-terminal (dnt-cA5), se realizó 
según el protocolo previamente descrito (Turnay y col., 1995), tras transformación de la 
cepa de E. coli JA221 con las construcciones pHA5.E, pACII.E y pdNtACII.E, 
respectivamente. Las proteínas recombinantes se aíslan por interacción reversible con 
vesículas fosfolipídicas enriquecidas en PS y una cromatografía final en DEAE-
celulosa. 
Para la obtención de la proteína quimérica cNt-hA5, formada por el núcleo 
proteico de la anexina A5 humana y el dominio N-terminal de la anexina A5 de pollo 
(23 primeros residuos), se llevó a cabo la construcción de un vector de expresión 
mediante la técnica de extensión por solapamiento a través de tres reacciones de PCR, 
como se ilustra en la Figura 10. Las construcciones pHA5.E y pACII.E se utilizan como 
moldes de cDNA iniciales de la anexina A5 humana y la de pollo, respectivamente. El 
fragmento final amplificado se clonó inicialmente en el plásmido pCR2.1 (Kit TC 
Cloning, Clontech) y, posteriormente, en el vector de expresión pTrc99A (Pharmacia) 
entre los sitios de restricción NcoI/HindIII. La construcción se secuenció en ambas 
direcciones para verificar la ausencia de artefactos. El plásmido de la anexina A5 
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quimérica, denominado pcNt-hA5.E, se expresó en la cepa JA221 de E. coli y se 
purificó siguiendo el mismo protocolo que con el resto de anexinas recombinantes. 
 
3.5.2. Caracterización estructural y funcional 
Espectros de dicroísmo circular 
Las medidas de dicroísmo circular de las proteínas se llevan a cabo en un 
dicrógrafo Jasco modelo J-715 que incorpora un arco de xenon de 150 W. Se emplean 
cubetas termostatizadas de 0,05-0,1 cm de paso óptico para registrar el espectro en la 
región del ultravioleta lejano (λ < 250 nm), convirtiéndose los datos a elipticidad molar 
por residuo de aminoácido. Las medidas se realizan a 20ºC con una velocidad de 
barrido constante de 50 nm/min, un ancho de banda de 2 nm y una resolución de 0,2 
nm, realizándose un mínimo de seis barridos por espectro y restándose la contribución 
del tampón. Las predicciones de estructura secundaria se obtienen empleando el 
algoritmo CCA (Convex Constraint Analysis) descrito por Perczel y col. (Perczel y col., 
1991). Las curvas de desnaturalización térmica se obtienen entre 20 y 80ºC. Para ello se 
 
Figura 10. Construcción de la quimera cNt-hA5. 
Esquema de la técnica de extensión por solapamiento diseñada para la obtención de la quimera
cNt-hA5. Se muestran los cuatro cebadores (A, B, C y D) empleados en las tres reacciones de
PCR, subrayándose las secuencias solapantes entre los cebadores B y C. Se indica el tamaño en
pares de bases de cada uno de los productos obtenidos a lo largo del proceso. 
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fija la longitud de onda a 208 nm (punto isodicroico de la lámina β y la estructura 
aperiódica), aumentando la temperatura a 60ºC/h utilizando un baño termostático 
Neslab RTE-111 conectado directamente por el software del dicrógrafo. 
 
Espectros de fluorescencia 
Para la medida de los espectros de fluorescencia se emplea un 
espectrofluorímetro SLM Aminco 8000C equipado con un arco de xenon de 450 W. Las 
disoluciones de proteína se analizan en cubetas de 0,4 cm de paso óptico de excitación y 
1,0 cm de emisión, empleando anchuras de rendija de 4 cm para ambos haces de luz. 
Los espectros se obtienen a 20ºC, excitando a 295 nm y registrando la emisión de 
fluorescencia entre 300 y 410 nm (fluorescencia de los residuos de Trp). En caso 
necesario se emplean polarizadores de calcita Glan-Thompson que permiten evitar los 
efectos de dispersión de luz. En todos los casos se resta la emisión de fluorescencia de 
la disolución equivalente en ausencia de proteína. 
La interacción de las proteínas recombinantes con vesículas de PS (50 nm de 
diámetro, obtenidas por extrusión), se determina mediante análisis del desplazamiento 
del máximo de emisión de fluorescencia de dichas proteínas en presencia de CaCl2 200 
µM y a relaciones molares lípido/proteína concretas. Los datos de unión proteína (P)-
lípido (L) se analizan considerando el siguiente equilibrio: 
nP nL PL   
Donde n es el número de moléculas de fosfolípido implicadas en la interacción. 
Así, la constante de disociación aparente (Kd) se puede determinar a partir de la 
ecuación:  
[ ]
[ ] [ ]
t d
u l
L K n n
P P
   
donde [P]u es la concentración de proteína unida, [P]l la libre, y [L]t la 
concentración total de PS. 
Caracterización funcional 
La metodología adicional empleada para la caracterización de la unión de las 
proteínas a vesículas fosfolipídicas y su capacidad de agregación de las mismas se 




















4.1. APOPTOSIS INDUCIDA POR ÁCIDOS BILIARES 
4.1.1. Mecanismos de apoptosis inducidos por DCA y CDCA 
 Los ácidos biliares, que constituyen uno de los principales componentes del 
lumen intestinal, se encuentran a concentraciones anormalmente elevadas si la dieta es 
rica en grasas o debido a diferentes patologías. La exposición prolongada a altas 
concentraciones de ácidos biliares genera efectos citotóxicos sobre las células del 
epitelio colónico, lo que a su vez se ha relacionado con el desarrollo de tumores. La 
mayor parte de los datos que se conocen acerca de la inducción de muerte celular por 
ácidos biliares corresponden a estudios en hepatocitos, pero se desconocen los 
mecanismos a través de los cuales estos compuestos promueven la apoptosis en células 
del epitelio colónico. En consecuencia, se ha abordado el análisis en profundidad de los 
efectos ejercidos por el DCA y el CDCA en células de adenocarcinoma de colon 
humano 
 
Artículo 1: Juan I. Barrasa, Nieves Olmo, Pablo Pérez-Ramos, 
Angélica Santiago-Gómez, Emilio Lecona, Javier Turnay y Mª Antonia 
Lizarbe. “Deoxycholic and chenodeoxycholic bile acids induce apoptosis 
via oxidative stress in human colon adenocarcinoma cells.” 
 
Apoptosis 16:1054-1067 (2011). 
 
 Se ha analizado la citotoxicidad a tiempos cortos (2 h) de los ácidos biliares 
DCA y CDCA en células BCS-TC2 de adenocarcinoma de colon humano, 
observándose un descenso en la viabilidad celular dependiente de concentración, y un 
efecto más acusado en el caso del CDCA. Se ha comprobado que esta muerte celular 
inducida por ácidos biliares no era consecuencia de una diferenciación terminal, sino 
que las células adquirían características propias de procesos apoptóticos, como 
desadhesión celular, fragmentación del DNA cromosómico, pérdida en la asimetría de 
membrana y degradación de dianas típicas como las proteínas PARP [Poly (ADP-
ribose) polymerase] o lámina B1. El análisis de la actividad de caspasas ha puesto de 
manifiesto que los ácidos biliares no activan la ruta extrínseca en estas células, pero sí la 




al observarse un descenso en el potencial de membrana mitocondrial dependiente del 
tiempo en células tratadas con CDCA. En este sentido, también se ha observado que los 
ácidos biliares, principalmente el CDCA y en menor medida el DCA, facilitan  la 
activación de la proteína proapoptótica Bax al promover la degradación por caspasas de 
Bcl-2. Bcl-2 es una proteína antiapoptótica que mantiene secuestrado a Bax impidiendo 
su oligomerización. La degradación de Bcl-2 inducida por ácidos biliares facilita la 
formación de poros dependientes de Bax en la membrana mitocondrial, 
incrementándose así la señal apoptótica. Finalmente, se comprobó que estos efectos 
apoptóticos se desencadenan a través de un incremento en la producción de especies 
reactivas de oxígeno por activación de enzimas asociadas a membrana [PLA2 y 
NAD(P)H oxidasas]. Este estrés oxidativo constituiría el evento inicial en la apoptosis 
inducida por ácidos biliares, promoviendo la transición de permeabilidad mitocondrial y 
la liberación de factores proapoptóticos al citoplasma. La posterior activación del 
apoptosoma y de las capasas asociadas facilita la activación de Bax por degradación de 
Bcl-2, de modo que la señal apoptótica se amplifica por formación de poros adicionales 
dependientes de Bax en la mitocondria. 
 
Aportación personal 
 La aportación a este trabajo abarca el análisis de los niveles de diferentes dianas 
proteicas características de apoptosis, así como los ensayos de activación de Bax en 
presencia y ausencia de un inhibidor de caspasas y el estudio de los niveles asociados de 
Bax y Bcl-2. También se han realizado los ensayos de detección de especies reactivas 
de oxígeno y de viabilidad, tanto en presencia como en ausencia de inhibidores 






























































































4.1.2. Protección frente a la apoptosis inducida por ácidos biliares en células 
resistentes a butirato 
 El butirato, ácido graso de cadena corta presente en el lumen intestinal, además 
de constituir la principal fuente de energía de los colonocitos, está considerado como el 
principal responsable de la homeostasis del epitelio colónico debido a su capacidad para 
regular los procesos de proliferación, diferenciación y muerte celular. La adquisición de 
resistencia a sus efectos diferenciadores y apoptóticos se ha relacionado con el proceso 
de carcinogénesis colorrectal. En algunas ocasiones, la adquisición de un fenotipo 
resistente frente a un determinado compuesto puede estar acompañada de resistencia 
adicional frente a diferentes tipos de estrés celular o a otros tratamientos. Por este 
motivo se ha estudiado el efecto del DCA y CDCA en una línea celular resistente a los 
efectos apoptóticos del butirato, con el fin de dilucidar los mecanismos moleculares 
implicados en la adquisición adicional de resistencia a la toxicidad inducida por ácidos 
biliares. 
 
Artículo 2: Juan I. Barrasa, Angélica Santiago-Gómez, Nieves Olmo, 
Mª Antonia Lizarbe y Javier Turnay. “Resistance to butyrate impairs 
bile-acid induced apoptosis in human colon adenocarcinoma cells via up-
regulation of Bcl-2 and inactivation of Bax.” 
 
Manuscrito enviado a publicar. 
 
Se ha comparado la citotoxicidad del DCA y CDCA en las líneas celulares de 
adenocarcinoma de colon humano BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. Estas últimas son 
resistentes a los efectos apoptóticos del butirato, y derivan de las primeras por 
tratamiento continuado con butirato 2 mM. Se ha comprobado que la resistencia a 
butirato está asociada a su vez con una supervivencia incrementada frente al tratamiento 
con ácidos biliares a tiempos cortos. El análisis en profundidad de los mecanismos 
implicados en dicha citotoxicidad en células BCS-TC2.BR2 ha puesto de manifiesto 
que es una consecuencia de la activación del programa apoptótico. Es más, los procesos 
que desencadenan la apoptosis en ambas líneas celulares son idénticos, observándose un 




enzimas asociadas a membrana, y la posterior transición de permeabilidad mitocondrial 
con la correspondiente liberación de factores proapoptóticos al citoplasma. La principal 
diferencia entre ambas líneas celulares reside en la expresión incrementada de Bcl-2 en 
las células resistentes. La activación del apoptosoma no es capaz de degradar los altos 
niveles de esta proteína en las células BCS-TC2.BR2, de manera que Bax permanece 
secuestrado e incapaz de oligomerizar para formar poros adicionales en la membrana 
mitocondrial. De este modo, las células resistentes eluden este ciclo de amplificación de 
la señal apoptótica que sí se observa en las células sensibles a butirato. Además, se ha 
comprobado que dicha resistencia puede revertirse empleando un inhibidor sintético de 
Bcl-2 que mimetiza los dominios BH3. Finalmente se ha estudiado el efecto de los 
ácidos biliares sobre diferentes rutas de señalización celular, observándose activación de 
las MAP-quinasas p38, ERK1/2 y JNK, e inhibición de Akt. 
 
Aportación personal 
 La contribución personal a este trabajo abarca desde los estudios de producción 
de especies reactivas de oxígeno y de viabilidad en presencia o ausencia de inhibidores 
de enzimas de membrana, a el análisis de la activación de caspasas. También se ha 
participado en la evaluación de la degradación de dianas específicas mediante ensayos 
de Western blot y en la determinación de los niveles proteicos de diferentes miembros 
pro y antiapoptóticos de la familia Bcl-2. Adicionalmente se han llevado a cabo ensayos 

































































































































































4.1.3. Revisión bibliográfica: Bile acids, from healthy to cytotoxic molecules 
 
 Los ácidos biliares son moléculas anfipáticas que actúan como detergentes 
naturales emulsionando las grasas de la dieta durante el proceso digestivo. Además de 
esta función fisiológica principal, estos compuestos participan en otros muchos procesos 
como la absorción de calcio, regulación de enzimas digestivas o modulación de rutas de 
señalización. Pero, por otro lado, se ha demostrado que la exposición continuada a altas 
concentraciones de ácidos biliares debido a dietas ricas en grasas, o a diferentes 
patologías, tiene efectos citotóxicos e incluso podría estar relacionada con procesos de 
carcinogénesis. Aunque los mecanismos moleculares de esta citotoxicidad han sido 
estudiados en profundidad en hepatocitos, los datos relativos a sus efectos en células del 
tracto intestinal son más limitados. Dado el estudio que hemos realizado en células de 
adenocarcinoma de colon humano, se ha planteado realizar una recopilación 
bibliográfica acerca de los datos disponibles sobre la regulación de los procesos de 
proliferación, apoptosis y señalización celular por ácidos biliares en células de colon, 
así como de su implicación en procesos de tumorigénesis colorrectal. 
 
Artículo 3: Bile acids, from healthy to cytotoxic molecules 
 
Manuscrito enviado a publicar 
 
 Partiendo del conocimiento de su síntesis y fisiología, se presentan los datos 
disponibles acerca de los mecanismos de citotoxicidad y muerte celular inducidos por 
los ácidos biliares en células de colon. En este sentido, estos agentes parecen inducir 
apoptosis en hepatocitos a través de la ruta extrínseca (dependiente de receptor). En 
cambio, en células de colon parece clara la activación de la ruta mitocondrial 
dependiente de la formación del apoptosoma. En cualquier caso, se ha intentado recoger 
los resultados más significativos no sólo acerca de estas dos rutas principales de 
apoptosis, sino también de la menos conocida ruta de estrés del retículo endoplásmico, 
así como de la respuesta inducida por daño en el DNA y el estrés oxidativo promovido 
por los ácidos biliares. El incremento de las especies reactivas de oxígeno por estos 
agentes puede deberse tanto a perturbaciones estructurales y fisicoquímicas de la 
membrana, que alteran la actividad de enzimas presentes en ella, como a un estrés 




mitocondrial, lo que implica no solamente la liberación de  factores proapoptóticos al 
citoplasma, sino también una pérdida del potencial de la membrana mitocondrial y el 
mal funcionamiento de la cadena de transporte electrónico, lo que amplifica la 
formación de especies reactivas de oxígeno. Por otro lado, se abarca también el análisis 
de las rutas de señalización celular moduladas por ácidos biliares, destacando su papel 
sobre receptores de membrana así como sobre los diferentes miembros de la familia de 
las MAP-quinasas. Finalmente se discute el posible papel de los ácidos biliares como 
agentes procarcinogénicos, ya que numerosos estudios han puesto de manifiesto la 
correlación positiva entre una dieta rica en grasas, elevados niveles de ácidos biliares y 
el desarrollo de tumores. Se incluye también un breve epígrafe acerca de los potenciales 
efectos protectores de estos compuestos, principalmente los descritos para el UDCA. 
 
Aportación personal 
 En esta revisión se ha participado tanto en la búsqueda bibliográfica como en la 

























































































































































































































































































































4.2. EFECTO DEL BUTIRATO EN CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA DE 
COLON HUMANO 
 
4.2.1. Modelos de estudio para el efecto del butirato 
 La capacidad del butirato para inhibir la actividad HDAC se ha relacionado con 
sus efectos antiproliferativos y diferenciadores. Este hecho se vincula con sus 
propiedades antitumorales y, no en vano, derivados de este compuesto se encuentran 
actualmente en fase clínica de desarrollo. Pero la fisiología real del tumor no se 
corresponde exactamente con la observada en condiciones experimentales in vitro, lo 
que puede afectar a la efectividad de un determinado agente quimioterapéutico.  Se 
consideró interesante abordar el establecimiento de un modelo de estudio que permitiera 
analizar los efectos del butirato en células de adenocarcinoma de colon humano 
consistente en el crecimiento en forma de esferoides multicelulares. Estos adquirieren 
una estructura tridimensional que mimetiza la que presentan los tumores in vivo.  
 
Artículo 4: Nieves Olmo, Javier Turnay, Pablo Pérez-Ramos, Emilio 
Lecona, Juan I. Barrasa, Isabel López de Silanes y Mª Antonia Lizarbe. 
“In vitro models for the study of the effect of butyrate on human colon 
adenocarcinoma cells.” 
 
Toxicology in Vitro 21:262-270 (2007). 
 
El efecto diferenciador y antiproliferativo del butirato se ha analizado en tres 
líneas de adenocarcinoma de colon humano. Las células BCS-TC2 y BCS-TC2.2 son 
sensibles a este agente, y difieren entre ellas en que las últimas muestran 
tumorigenicidad intrínseca y menor grado de diferenciación que las primeras (Lopez-
Conejo y col., 1996). Por otro lado, también se ha utilizado la línea celular BCS-
TC2.BR2, derivada de la línea BCS-TC2 y resistente a los efectos del butirato (Lopez 
de Silanes y col., 2004). Las células BCS-TC2.2 derivan de los tumores obtenidos tras 
coinyectar las células BCS-TC2 en ratones atímicos con matrigel, extracto de 
basamentos membranosos (Lopez-Conejo y col., 1996). Los niveles de fosfatasa 
alcalina demuestran que el tratamiento con butirato induce la diferenciación de las 
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células BCS-TC2, ejerciendo un efecto mucho menos acusado en las células BCS-
TC2.2. Las células resistentes presentan niveles basales de fosfatasa alcalina superiores 
a los de las células sensibles, y el tratamiento con butirato incrementa aún más el grado 
de diferenciación con respecto a estas. Además se han analizado los cambios 
promovidos por el butirato en el perfil de expresión génica de las células BCS-TC2, 
observándose variaciones significativas en 178 genes. De ellos 69 se sobreexpresan y 
109 disminuyen su expresión, y están relacionados con la modulación del ciclo celular, 
la diferenciación y la apoptosis. Por otro lado, el cultivo de las diferentes células en 
superficies no adherentes ha permitido su crecimiento en forma de esferoides 
multicelulares. En este sentido, se ha analizado también la sublínea BCS-TC3, derivada 
del mismo adenocarcinoma que las anteriores pero que es capaz de formar esferoides de 
manera espontánea. Al volver a cultivar estas células sobre un sustrato adherente, se 
comprobó que los esferoides derivados de células BCS-TC2.BR2 y BCS-TC3 son muy 
compactos y estables, mientras que los correspondientes a células BCS-TC2 tienden a 
disgregarse con el tiempo y formar monocapas. El crecimiento de estos esferoides es 
relativamente similar en células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2, pero mucho más lento en 
el caso de las células BCS-TC3. Además, mientras el butirato ejerce su efecto 
diferenciador en esferoides de las células BCS-TC2 con la misma intensidad observada 
en monocapa, este efecto desaparece completamente en esferoides de las células BCS-




 En el desarrollo de este trabajo se ha participado en la obtención de muestras y 































































































































4.2.2. Mecanismos de regulación del promotor de la anexina A1 por butirato 
 
 La anexina A1 desempeña efectos antiinflamatorios y, además, es capaz de 
regular procesos de diferenciación, proliferación y apoptosis. Tras comprobarse que, 
efectivamente, esta proteína está asociada con el grado de diferenciación en células de 
adenocarcinoma de colon, se propuso determinar si la regulación de los niveles de 
proteína se deben a cambios en la actividad transcripcional y, en ese caso, determinar 
los mecanismos moleculares implicados. Además, se ha considerado el efecto del 
tratamiento con butirato y TSA comparándolo con el observado en las células 
resistentes BCS-TC2.BR2. 
 
Artículo 5: Emilio Lecona, Juan I. Barrasa, Nieves Olmo, Beatriz 
Llorente, Javier Turnay y Mª Antonia Lizarbe. “Upregulation of annexin 
A1 expression by butyrate in human colon adenocarcinoma cells: Role of 
p53, NF-Y, and p38 mitogen-activated protein kinase.” 
 
Molecular and Cellular Biology 28(15):4665-4674 (2008). 
 
El tratamiento de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 con butirato y TSA 
induce un incremento en la expresión de anexina A1, presentando estas últimas niveles 
basales superiores. Estos agentes generan a su vez un aumento en el estado de 
diferenciación celular no sólo en estas dos líneas celulares, sino también en las células 
Caco-2. Con el fin de determinar si los cambios en la expresión de anexina A1 por 
butirato se generan a nivel transcripcional se han cuantificado los niveles de mRNA, 
observándose un incremento dependiente del tiempo de tratamiento. Se han empleado 
diferentes construcciones del promotor de la anexina A1 para profundizar en los 
mecanismos implicados en esta regulación, comprobándose que el factor de 
transcripción p53 es importante en la expresión basal de la proteína por unión a uno de 
sus elementos de respuesta. En cambio, la activación por butirato depende 
principalmente de una caja CCAAT localizada en la región proximal del promotor. La 
comparación de los ensayos de luciferasa con los resultados obtenidos en los 
experimentos de ChIP sugieren un modelo según el cual el factor de transcripción NF-
YA es capaz de interaccionar con el promotor de la anexina A1 tanto por unión directa a 
la caja CCAAT como, de forma indirecta, a un elemento de unión a p53 por interacción 
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con esta proteína. El tratamiento con butirato promueve la liberación de NF-YA del 
promotor, tanto de la caja CCAAT como del sitio de unión p53, lo que activa la 
expresión del gen. La disociación del complejo p53/NF-YA parece deberse a un 
incremento en el estado de acetilación de p53 tras el tratamiento con butirato. En este 
sentido, las células BCS-TC2.BR2 mantienen cierta unión de NF-YA al promotor a 
través de los sitios p53 precisamente por ser más resistentes a la inhibición de la 
actividad HDAC por butirato y, por tanto, la activación en la expresión del gen es 
menor. La salida de NF-YA de la caja CCAAT puede favorecer la posterior unión a este 
sitio de factores activadores como C/EBP. También se demostró que la MAPK p38 es 
importante en la activación por butirato dado que su inhibición disminuye la actividad 
transcripcional del gen. Los ensayos de ChIP ponen de manifiesto que la inhibición de 
p38 promueve la liberación de p53 del promotor, probablemente por disminución 
directa del estado de fosforilación de este factor de transcripción. La pérdida de la unión 
de p53 supone una disminución en la activación de la expresión del gen por butirato. 
Por tanto, p53 es fundamental tanto en la actividad basal como en la inducción del 
promotor de la anexina A1 por butirato. Esta capacidad activadora parece  estar mediada 
por cooperación con otros factores de unión a cajas CCAAT, mientras que NF-YA debe 
liberarse de estas para facilitar la entrada de estos factores activadores. Finalmente, p38 
es importante en este modelo de regulación, probablemente manteniendo el estado de 
fosforilación de p53 de manera que este interaccione de manera efectiva con sus 
elementos de unión en el promotor. 
 
Aportación personal 
 La aportación personal a este trabajo incluye la obtención de muestras para los 
análisis de RT-PCR cuantitativa, así como experimentos de luciferasa en presencia del 



























































































4.2.3. Papel de la región N-terminal de la anexina A5 en la agregación de vesículas. 
 Una de las funciones descritas para la familia de las anexinas es la regulación del 
tráfico intracelular de vesículas para lo cual se requiere que induzcan la agregación de 
estas a otras membranas biológicas. Aunque la anexina A5 humana carece de esta 
habilidad, su homóloga en pollo sí es capaz de inducir dicha agregación. En este trabajo 
se ha demostrado que dicha funcionalidad reside en el dominio N-terminal de la anexina 
A5 de pollo, y que la sustitución del dominio N-terminal humano por el de pollo 
confiere a la anexina humana dicha capacidad de agregación. 
 
Artículo 7: Javier Turnay, Ana Guzmán-Aranguez, Emilio Lecona, Juan 
I. Barrasa, Nieves Olmo y Mª Antonia Lizarbe. “Key role of the N-
terminus of chicken annexin A5 in vesicle aggregation.” 
 
Protein Science 18:1095-1106 (2009). 
 
Trabajos previos del grupo permitieron poner a punto tanto la expresión como la 
purificación de diferentes miembros de la familia de las anexinas, entre ellos la anexina 
A5 tanto humana como de pollo. En este estudio se han clonado, expresado y purificado 
diferentes variantes de esta proteína: las formas naturales humana y de pollo, la anexina 
de pollo truncada en su dominio N-terminal y una proteína quimérica donde se ha 
sustituído el dominio N-terminal en la anexina A5 humana por el de su homóloga de 
pollo. El análisis de las correspondientes estructuras por dicroísmo circular muestra que 
estas no se alteran de modo significativo tras las modificaciones introducidas en la 
secuencia. En cuanto a la interacción con vesículas fosfolipídicas en presencia de 
diferentes concentraciones de calcio, en todas las anexinas se mantiene el 
comportamiento cooperativo, si bien la forma truncada de pollo y la quimera requieren 
concentraciones de calcio ligeramente superiores. El calcio induce un cambio 
conformacional que expone el Trp187 tanto en las formas nativas como en la quimera o 
la anexina de pollo truncada. La afinidad de las anexinas por las vesículas se altera, al 
obtenerse una constante de disociación mayor en la quimera y la forma truncada 
respecto a las dos anexinas nativas. Por otra parte, se ha confirmado que la anexina A5 
de pollo tiene la habilidad de inducir agregación de vesículas, mientras que su 
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homóloga humana no manifiesta dicha capacidad. El dominio N-terminal parece ser 
esencial para la inducción de agregación, pero otras regiones de la proteína deben 
colaborar en este proceso, ya que ni la forma truncada pierde completamente esta 
funcionalidad, ni la quimera le otorga a la anexina humana la misma capacidad 
observada en pollo. Estos resultados, junto a los obtenidos en los ensayos de 
entrecruzamiento sugieren que la agregación de vesículas ocurre por dimerización de 
moléculas de anexina A5 presentes en diferentes vesículas a través del núcleo proteico 
de la anexina. 
 
Aportación personal 
En este trabajo se ha participado en la expresión y purificación de las diferentes 
















































4.2.4. Regulación del promotor de la MMP-11 por butirato 
 La MMP-11 es un miembro de la familia de las metaloproteinasas de la matriz 
que se ha relacionado con progresión tumoral y mal pronóstico. Aunque inicialmente 
fue descrita únicamente en células del estroma circundantes al tumor, en este trabajo se 
ha detectado su expresión en células de adenocarcinoma de colon humano de origen 
epitelial. Además se ha comprobado en este sistema que los niveles de MMP-11 se 
modifican en presencia de butirato. Por tanto, se ha procedido a estudiar los 
mecanismos a través de los cuales este agente es capaz de regular la transcripción de 
este gen. 
 
Artículo 6: Juan I. Barrasa, Nieves Olmo, Angélica Santiago-Gómez, 
Emilio Lecona, Patrick Anglard, Javier Turnay y Mª Antonia Lizarbe. 
“Histone deacetylase inhibitors upregulate MMP11 gene expression 
through Sp1/Smad complexes in human colon adenocarcinoma cells” 
 
Biochimica et Biophysica Acta (Molecular Cell Research) 
1823:570-581 (2012). 
 
 En este trabajo se ha comprobado que la MMP-11 se expresa no sólo en células 
del estroma, sino también en diferentes líneas celulares de adenocarcinoma de colon 
humano (Caco-2, HT-29 y BCS-TC2). Además, el tratamiento de las células BCS-TC2 
con butirato y TSA (ambos inhibidores de la actividad HDAC) promueve un incremento 
en la expresión de la proteína, principalmente en su forma activa. Se ha detectado que 
estos cambios se deben a una activación transcripcional, con el correspondiente 
aumento en los niveles de mRNA. Los ensayos de luciferasa con diferentes 
construcciones del promotor de la MMP-11 ponen de manifiesto que existen elementos 
de respuesta a butirato en la región proximal (-110/+13). Los ensayos de retardo en gel 
e inmunoprecipitación de cromatina demostraron que el factor de transcripción Sp1 se 
une a cajas ricas en GC presentes en esta región. El tratamiento con butirato no altera 
los niveles de Sp1 ni su estado de acetilación, pero sí su capacidad para formar 
complejos con Smad2. Así, el butirato incrementa la acetilación de Smad2 promoviendo 
su interacción con Sp1. La unión de este complejo Sp1/Smad2 al promotor de la MMP-
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11 es fundamental para la actividad transcripcional del gen, así como para la activación 
por butirato, como demuestran los ensayos en presencia de mitramicina (inhibidor de la 
unión de Sp1 al DNA) y el empleo de mutantes en los que se eliminaron las cajas GC. 
Por otra parte, también se ha estudiado la implicación de diferentes rutas de 
señalización en estos procesos, comprobándose mediante el uso de diferentes 
inhibidores específicos de MAPK que la ruta de ERK1/2 desempeña un papel 
fundamental en la respuesta de este gen a butirato. 
 
Aportación personal 
 En este trabajo se ha participado en el estudio de los niveles proteicos de MMP-
11 en diferentes líneas celulares en respuesta a varios agentes. También se han realizado 
los ensayos de activación transcripcional con las diferentes construcciones del promotor 
[natural (wild-type) o mutado en las cajas GC], tanto en condiciones basales como tras 
el tratamiento con butirato y TSA en presencia de diferentes inhibidores (mitramicina e 
inhibidores de MAPK). Se han llevado a cabo los ensayos de retardo en gel e 






































































































4.2.5. Resultados adicionales 
 
Expresión de MMP-11 en células resistentes a butirato 
Se ha abordado el estudio de la expresión de la MMP-11 en las células BCS-
TC2.BR2 resistentes a los efectos apoptóticos del butirato. Se han analizado los niveles 
de proteína en medios condicionados de células tratadas con butirato y TSA, 
comprobándose que los cambios son mucho menos acusados a los observados en las 
células BCS-TC2 (Figura 11A). En este caso, el tratamiento con butirato promueve un 
pequeño incremento tanto en la proenzima como en la enzima activa, mientras que la 
TSA induce un aumento de la forma activa y un descenso en la proenzima. Este último 
hecho puede ser consecuencia, no de cambios en la expresión proteica, sino de una 
activación incrementada del zimógeno. 
Por otra parte, se ha analizado la transcripción basal mediante ensayos de 
luciferasa dual empleando las diferentes construcciones que se analizaron en las células 
BCS-TC2 (Figura 11B). En este caso los resultados son prácticamente idénticos entre 
células sensibles y células resistentes. La construcción de menor tamaño (0,1-ST3) es la 
que muestra niveles más altos de actividad, no existiendo diferencias respecto a la 
construcción 0,45-ST3. La actividad disminuida en el fragmento de mayor tamaño (2,5-
ST3) indica la existencia de elementos represores distales, entre los que se encuentra un 
sitio AP1, ya que su eliminación en la construcción 2,5∆AP1-ST3 conlleva un 
incremento en la actividad basal. 
El tratamiento con butirato y TSA promueve un incremento en la actividad 
transcripcional con todas las construcciones empleadas (Figura 11C). A diferencia de lo 
observado en las células sensibles, en las células BCS-TC2.BR2 este efecto es mucho 
más acusado cuando se analizan los fragmentos 2,5∆AP1-ST3 y 2,5-ST3, lo que indica 
la existencia de elementos distales de activación por butirato que sólo responderían a 
factores presentes en las células resistentes. Dado que estos cambios en la activación 
transcripcional no se corresponden con un incremento en los niveles proteicos, se 
deduce que deben existir otros mecanismos postranscripcionales que regulen la 
expresión de la MMP-11 en estas células. El tratamiento de las células BCS-TC2.BR2 
transfectadas con el fragmento 0,1-ST3 con diferentes concentraciones de butirato pone 
de manifiesto que la activación transcripcional es dependiente de concentración, 





Figura 11. Expresión de MMP-11 en células BCS-TC2.BR2. Efecto de inhibidores de
HDAC. 
(A) Detección de MMP-11 por Western blot en medios condicionados obtenidos tras el
tratamiento de las células BCS-TC2.BR2 con butirato 4 mM y TSA 0,5 µM durante 48 h. Los
controles para el tratamiento con TSA se incubaron con la misma concentración de DMSO que
en las células tratadas. (B) Actividad basal de diferentes construcciones del promotor α-MMP-
11 en las células BCS-TC2.BR2. La medida se realizó mediante ensayos de luciferasa dual en
células en fase exponencial de crecimiento. Los datos se expresan en unidades arbitrarias,
tomando como 1 la actividad correspondiente al fragmento 2,5-ST3. (C) Efecto del tratamiento
con butirato y TSA (24 h) sobre la actividad luciferasa de cada uno de los fragmentos del
promotor α-MMP-11. Los datos representan el número de veces que se incrementa la actividad
de cada construcción respecto a su control sin tratamiento. (D) Efecto dependiente de
concentración del tratamiento con butirato durante 24 h sobre la actividad transcripcional del
fragmento 0,1-ST3. Los datos se expresan como número de veces que se incrementa la actividad
luciferasa respecto al control sin tratamiento. (E) Ensayos de ChIP para confirmar la interacción
de p53 con el promotor α-MMP-11 en células control o tratadas con butirato durante 24 h. Las
muestras inmunoprecipitadas se analizaron por PCR empleando los cebadores especificados en
Materiales y Métodos (ChIP-p53up). 
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Dadas las diferencias observadas entre ambas líneas celulares en la activación 
por butirato, se ha realizado un análisis de predicción de sitios de unión para diferentes 
factores de transcripción en las regiones distales del promotor de la MMP-11. Se han 
detectado dos elementos de respuesta para p53 en las posiciones -640 y -1320. Los 
ensayos de inmunoprecipitación de cromatina con extractos de las células BCS-TC2 
ponen de manifiesto que p53 se une únicamente al sitio en posición -640 (Figura 11E), 
aunque el tratamiento con butirato no parece inducir ningún cambio significativo en la 
interacción de p53 con el promotor. La realización de estos ensayos con extractos de las 
células BCS-TC2.BR2 permitirán comprobar si existen diferencias en la interacción de 
p53 respecto a las células sensibles. 
 
Análisis del promotor de la isoforma β-MMP-11 
En el año 2002 se describió por primera y única vez la existencia de una segunda 
isoforma de la MMP-11 (β-MMP-11 o β-ST3) generada por splicing alternativo y por el 
uso de promotores alternativos; esta isoforma se expresa intracelularmente de forma 
constitutivamente activa. Se ha detectado la expresión del mRNA por RT-PCR 
cuantitativa, observándose que la transcripción de esta isoforma se duplica en presencia 
de butirato y aumenta alrededor de 5 veces tras el tratamiento con TSA en células BCS-
TC2 (Figura 12A). Aunque los anticuerpos empleados para la detección de la isoforma 
clásica (α-MMP-11) son capaces de reconocer también la isoforma β-MMP-11 al ir 
dirigidos frente a un epítopo presente en la región C-terminal, no se ha detectado esta 
isoforma ni en extractos celulares ni en medios condicionados de ninguna de las líneas 
celulares empleadas. Estos datos sugieren que, o bien el tiempo de vida media de este 
mRNA es muy bajo, o bien que existen mecanismos postranscripcionales que impiden 
la correcta traducción del mismo. 
Dada la disponibilidad de diferentes construcciones del promotor de esta 
isoforma β-MMP-11 (Figura 12B), se ha abordado su análisis en nuestro modelo 
celular. Ensayos de luciferasa dual con los diferentes fragmentos del promotor de la 
isoforma β-MMP-11 han demostrado que estas construcciones son activas 
transcripcionalmente, observándose la menor actividad con el fragmento de mayor 
longitud (Figura 12C). Este hecho indica la existencia de elementos represores distales 
en dicho promotor, entre ellos AP1, cuya eliminación induce un incremento en la 
transcripción. Además, la actividad basal es ligeramente superior en las células 
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sensibles, siendo la construcción 0.5-ST3 la más activa de las tres. Dado que en las 
células BCS-TC2.BR2 no se observan diferencias entre las construcciones 0,06-ST3 y 
0,5-ST3, estos resultados sugieren la existencia de algún elemento activador en el 
fragmento 0,5-ST3 al cual sólo responden las células sensibles. 
Por otro lado, el tratamiento con butirato y TSA promueve la activación 
transcripcional de todas las construcciones en ambas líneas celulares, siendo este efecto 
 
Figura 12. Actividad transcripcional del promotor β-MMP-11 en presencia y ausencia de
inhibidores de HDAC. 
(A) RT-PCR cuantitativa tras el tratamiento de las células BCS-TC2 con butirato 4 mM y TSA
0,5 µM durante 24 h, para determinar los niveles de mRNA. Los datos se normalizan respecto a
los niveles de rRNA 18S y se asigna un valor de 1 al control sin tratamiento. (B) Esquema de
las construcciones del promotor β-MMP-11empleadas para los ensayos de actividad. La figura
muestra las posiciones de comienzo y fin de la región clonada en cada plásmido respecto del
sitio de inicio de la transcripción (+1), así como distintos sitios de unión para factores de
transcripción. (C) Actividad basal de las diferentes construcciones del promotor β-MMP-11 en
las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. Las medidas se realizan mediante ensayos de luciferasa
dual en células en fase exponencial de crecimiento. Los datos se expresan en unidades
arbitrarias, tomando como 1 la actividad correspondiente al fragmento 1-ST3. (D) Efecto del
tratamiento con butirato y TSA (24 h) sobre la actividad luciferasa de cada uno de los
fragmentos del promotor β-MMP-11 en las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. Los datos
representan el número de veces que se incrementa la actividad de cada construcción respecto a
su control sin tratamiento. 
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el doble de intenso en las células sensibles respecto a las resistentes (Figura 12D).  
En las células BCS-TC2 se observa una inducción de la actividad transcripcional en la 
construcción 0,06-ST3 de 10 y 20 veces con TSA y butirato, respectivamente, siendo 
todavía mayor el incremento con las construcciones 0,5-ST3 y 1-ST3. En cambio, en las 
células BCS-TC2.BR2, la TSA induce únicamente un incremento transcripcional de 5 
veces para los tres fragmentos empleados, mientras que el butirato aumenta la actividad 
transcripcional a medida que incrementa el tamaño del fragmento de promotor. De 
todos estos resultados se deduce la existencia de elementos de respuesta a butirato en el 
promotor de la isoforma β-MMP-11 para los cuales las dos líneas celulares empleadas 
responden diferencialmente. 
 
Figura 13. Ensayos EMSA correspondientes al promotor β-MMP-11. 
(A) Secuencia del fragmento 0,06-ST3, indicándose los diferentes oligonucleótidos diseñados
para los ensayos EMSA. Se muestra la predicción de sitios de unión para varios factores de
transcripción. (B) Ensayos EMSA con los diferentes oligonucleótidos diseñados a partir de
extractos nucleares obtenidos de las células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 tras el tratamiento con
butirato 4 mM y TSA 0,5 µM durante 24 h. Los controles para el tratamiento con TSA se
incuban con la misma concentración de DMSO que en las células tratadas. 
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Dada la presencia de estos elementos de respuesta a butirato en el fragmento de 
promotor de menor tamaño (0,06-ST3) se ha abordado un estudio similar al realizado 
con la isoforma clásica α-MMP-11. Para ello se ha analizado mediante programas de 
predicción la posible presencia de sitios de unión para factores de transcripción. Los 
resultados obtenidos no predijeron la presencia de sitios de unión de factores de 
transcripción relacionados con la respuesta a butirato con la excepción de un sitio MAZ 
(Figura 13A). Por tanto, se ha llevado a cabo un análisis mediante EMSA y superretardo 
 
 
Figura 14. Ensayos de superretardo y competición para el promotor β-MMP-11. 
(A) Ensayos de superretardo utilizando extractos nucleares de las células BCS-TC2, con los
oligonucleótidos descritos en la Figura 3 y empleando anticuerpos específicos frente a Sp1 y
Sp3 (panel superior), y MAZ y ZABP-89 (panel inferior). La interacción del anticuerpo Sp1 con
el oligonucleótido 0,06-ST3-a da lugar a una disminución en la intensidad de una de las bandas
de movilidad retardada (flecha blanca) y a la aparición de una nueva banda de superretardo
(flecha negra). Con el resto de anticuerpos no se observa ningún cambio significativo. (B)
Ensayo de competición con el oligonucleótido 0,06-ST3-a. Extractos nucleares de las células
BCS-TC2 se incuban en presencia del mismo oligonucleótido no marcado radiactivamente
(S.F.; sonda fría) o de un oligonucleótido con una secuencia no relacionada (N.R.) para
comprobar la especificidad de la banda de movilidad retardada. 
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para determinar posibles interacciones. Los EMSA no mostraron cambios ni en la 
intensidad ni en la movilidad de ninguna de las bandas observadas (Figura 13B). 
Finalmente, los ensayos de superretardo con los mismos factores empleados para el 
estudio de la isoforma α-MMP-11 (todos ellos capaces de unirse al DNA a través de 
secuencias ricas en GC presentes también en este promotor), ponen de manifiesto que ni 
MAZ, ni ZBP89, ni Sp3 se unen al promotor β-MMP-11, mientras que Sp1 sí genera 
una banda de movilidad retardada indicando su unión a la sonda 0.06-ST3-a (Figura 
14A). Además, los ensayos de competición con sonda no marcada y sonda no 
relacionada en secuencia, demuestran que esta banda de movilidad retardada es 






















































5.1. APOPTOSIS INDUCIDA POR ÁCIDOS BILIARES 
El efecto citotóxico de los ácidos biliares ha sido ampliamente estudiado en 
hepatocitos, mientras que los datos relativos a células del tracto intestinal son 
relativamente escasos. Dadas las crecientes evidencias del potencial carcinogénico de 
estos agentes, principalmente en procesos de tumorigénesis colorrectal, es necesario 
realizar un análisis más extensivo de los mecanismos de control celular en los que los 
ácidos biliares se encuentran implicados. Gran parte de la información disponible al 
respecto se recoge en el trabajo de revisión bibliográfica incluido en esta Memoria de 
Tesis Doctoral, pero además, empleando nuestro modelo celular de adenocarcinoma de 
colon humano, hemos sido capaces de profundizar en las respuestas celulares a estos 
agentes. 
El tratamiento de células BCS-TC2 con DCA y CDCA promueve una pérdida de 
viabilidad de forma dependiente de tiempo y concentración, observándose siempre un 
efecto más acusado en el caso del CDCA. Aunque los mecanismos no se conocen en 
profundidad, varios estudios relacionan la mayor citotoxicidad del CDCA con su 
naturaleza más hidrofóbica en comparación a la de otros ácidos biliares. En cualquier 
caso, las alteraciones celulares observadas permiten concluir que la muerte celular 
promovida por los ácidos biliares en estas células ocurre por un fenómeno de apoptosis. 
Así, se ha podido constatar una pérdida de adhesión celular, pérdida de la asimetría de 
la membrana plasmática, la fragmentación del DNA cromosómico y la degradación de 
dianas proteicas de caspasas como PARP o lámina B1. Además se ha comprobado que 
la ruta apoptótica activada por los ácidos biliares es la conocida como ruta intrínseca o 
mitocondrial. Esto se deduce de la pérdida de potencial mitocondrial y activación de la 
caspasa-9.  
Aunque se ha descrito que los hepatocitos son capaces de responder a los ácidos 
biliares a través de CD95, en nuestro caso no hemos detectado activación de la caspasa-
8, principal caspasa iniciadora de esta vía apoptótica. Existen varios estudios que ponen 
de manifiesto los efectos apoptóticos de los ácidos biliares de forma independiente de 
los receptores de muerte en células de colon (Schlottman y col., 2000; Wachs y col., 
2005). Así, se ha observado que los ácidos biliares son capaces de promover apoptosis 
en las células Caco-2 y SW620, que no expresan CD95. Por otra parte, células que sí 
expresan CD95, como las HT-29 y SW480, no sufren apoptosis tras el tratamiento con 
el anticuerpo anti-Fas CH11, que se comporta como agonista de dicho receptor 
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(Schlottman y col., 2000). Es más, se ha propuesto que las células de cáncer de colon 
disminuyen la expresión de CD95 en su superficie o bien este tipo de células desarrolla 
estrategias para inhibir la ruta de señalización de CD95, con el fin de escapar a la 
muerte provocada por linfocitos citotóxicos infiltrados en el tumor (Wachs y col., 
2005). 
Cabe mencionar que se ha detectado activación de la caspasa-8 en diferentes 
líneas celulares de cáncer de colon tras tratamiento con ácidos biliares. Estos resultados 
contrastan con los mencionados anteriormente. En relación a este hecho se han descrito 
diferentes mecanismos de activación de la caspasa-8, como la activación directa por 
ácidos biliares o a través de caspasas previamente activas debido a perturbaciones en el 
potencial de membrana mitocondrial, como la caspasa-9 (Schlottman y col., 2000). Por 
otro lado, también se ha apoyado la teoría de que la apoptosis inducida por ácidos 
biliares es dependiente de CD95 en células HT-29 y HCT-116 debido a la actividad 
enantioespecífica de diferentes enantiómeros sintéticos del LCA, del DCA y del CDCA, 
así como por su capacidad para activar a la caspasa-8 (Katona y col., 2009). Estos 
estudios señalan el hecho de que tras el tratamiento con diferentes ácidos biliares, la 
consiguiente producción de ROS puede provocar la translocación y oligomerización de 
CD95 dependiente de EGFR y la correspondiente activación de la caspasa-8.  
En cambio existen numerosos trabajos en varias líneas celulares de cáncer de 
colon que relacionan el tratamiento con los ácidos biliares con perturbaciones 
mitocondriales que derivan en fenómenos de apoptosis, lo que apoya los resultados 
observados en nuestro modelo celular. Esta ruta apoptótica es probablemente la mejor 
caracterizada en células de cáncer de colon. Así, diferentes estudios mencionan la 
capacidad de los ácidos biliares para inducir cambios en la permeabilidad de la 
membrana mitocondrial con la consiguiente liberación de moléculas proapoptóticas, 
como citocromo c o SMAC/Diablo, al citosol. En este sentido, la apoptosis inducida por 
ácidos biliares a través de la ruta mitocondrial ya ha sido previamente descrita en las 
líneas celulares de cáncer de colon HCT-116, HT-29, Caco-2, SW480 y SW620 
(Washo-Stultz y col., 2002; Wachs y col., 2005; Payne y col., 2007).  
En células BCS-TC2 los ensayos de viabilidad y valoración de especies reactivas 
de oxígeno en presencia y ausencia de inhibidores específicos de enzimas de membrana 
sugieren que la apoptosis inducida por DCA y CDCA se origina por estrés oxidativo. 
Los ácidos biliares activan estas enzimas, principalmente a las NAD(P)H oxidasas y a la 
PLA2, promoviendo la formación de especies reactivas de oxígeno. Esta situación 
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conduce a la transición de permeabilidad mitocondrial, de manera que se liberan 
factores proapoptóticos desde la mitocondria al citoplasma. El ensamblaje del 
apoptosoma promueve la activación de la caspasa-9 que, a su vez, procesa y activa a la 
caspasa-3 efectora, poniendo en marcha toda la maquinaria apoptótica. La activación de 
enzimas de membrana por ácidos biliares se ha descrito en varios estudios, habiéndose 
sugerido que estos mecanismos derivan de la alteración en la estructura y propiedades 
fisicoquímicas de la membrana plasmática en las regiones donde se encuentran dichas 
enzimas, o bien al promover translocaciones y cambios en la localización subcelular de 
las mismas (Lau y col., 2005). En este sentido, se ha descrito que el tratamiento de las 
células HCT-116 con ácidos biliares, principalmente el DCA, promueve la liberación de 
citocromo c de la mitocondria por un mecanismo aún no identificado pero específico 
(Yui y col., 2005). Se ha propuesto que dicho mecanismo consiste en que el DCA 
promueve un incremento en la producción de ROS por activación de las NAD(P)H 
oxidasas o la PLA2 que se encuentran asociadas a la membrana plasmática, con el 
consiguiente estrés oxidativo, pérdida del potencial de membrana mitocondrial y 
liberación de factores proapoptóticos (Payne y col., 2007).  
Por otro lado, se ha descrito que el incremento en ROS también puede ocurrir 
por daño mitocondrial directo inducido por los ácidos biliares a través de diferentes 
mecanismos, como generación endógena de ácido araquidónico, producción de Bid 
truncado (tBid) activación del receptor Fas de forma independiente de ligando, 
liberación de Bak del retículo endoplásmico, el propio incremento de ROS, o la 
disminución de los niveles mitocondriales de NAD+ por activación de la PARP 
inducida por daño en el DNA (Bernstein y col., 2005). Apoyando esta hipótesis, se 
describió que el tratamiento con diferentes inhibidores de los complejos mitocondriales 
I a IV protege a las células HCT-116 frente a la apoptosis inducida por el DCA (Payne y 
col., 2005). Además, la rotlerina (inhibidor de PKC) parece mostrar actividad 
antioxidante y es también capaz de proteger de forma muy efectiva a las células HCT-
116 frente a los efectos genotóxicos del DCA (Longpre y Loo, 2008). Finalmente, llama 
la atención el hecho de que el DCA es capaz de inducir apoptosis a través de la ruta 
mitocondrial en las células HCT-116 en ausencia de Bax (Yui y col., 2008). Aunque 
Bax es uno de los miembros proapoptóticos más importante de la familia Bcl-2, cuya 
oligomerización promueve la aparición de poros en la membrana mitocondrial,  se ha 
propuesto que un incremento en la producción de ROS tras el tratamiento con DCA es 
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suficiente para promover la transición de permeabilidad mitocondrial y la consiguiente 
liberación de citocromo c de forma independiente de Bax. 
Pero, en nuestro caso, hemos observado que esta respuesta apoptótica se 
amplifica a través de Bax, como demuestran los ensayos de activación de esta proteína 
en presencia y ausencia de inhibidores de caspasas. Una vez activa, la caspasa-3 
degrada a la proteína antiapoptótica Bcl-2 que, generalmente, mantiene secuestrado a 
Bax impidiendo su oligomerización (Degli Esposti y Dive, 2003). En ausencia de Bcl-2, 
Bax queda libre para oligomerizar y formar poros adicionales en la mitocondria. De este 
modo la señal apoptótica sufre un proceso de retroalimentación positiva, ya que la 
formación de poros dependientes de Bax promueve un incremento en la liberación de 
factores proapoptóticos desde la mitocondria al citoplasma. Nuestro modelo apoya la 
hipótesis de que los ácidos biliares inducen la ruta intrínseca de apoptosis por estrés 
oxidativo promoviendo alteraciones directas sobre la mitocondria. La activación de Bax 
es un evento secundario que ocurre tras el ensamblaje del apoptosoma y la posterior 
degradación de Bcl-2 por las caspasas activas, suponiendo por tanto un mecanismo de 
amplificación de la respuesta. Finalmente, la pérdida masiva de funcionalidad 
mitocondrial conduce en último término a una depleción tan acusada en los niveles de 
ATP que las células acaban sufriendo un proceso de necrosis secundaria con liberación 
de su contenido al medio extracelular. 
Estos mismos estudios se llevaron a cabo con las células BCS-TC2.BR2, que 
son resistentes a los efectos apoptóticos del butirato. Estudios previos del grupo 
permitieron comprobar que la resistencia de las células a este inhibidor de HDAC 
confería resistencia adicional a otros tipos de estrés celular, entre ellos al tratamiento 
con ácidos biliares (Perez-Ramos y col., 2005; Olmo y col., 2007). Dados los resultados 
obtenidos en las células parentales sensibles a los efectos del butirato, se propuso 
comparar los mecanismos a través de los cuales los ácidos biliares inducen apoptosis en 
ambas líneas celulares, e intentar determinar las características celulares diferenciales 
que confieren resistencia a las células BCS-TC2.BR2. El tratamiento con el DCA y el 
CDCA a tiempos cortos (< 2 horas) también promueve apoptosis en esta línea celular, 
pero sus efectos son menos acusados respecto a las células sensibles. Los resultados 
corroboran que los mecanismos a través de los cuales los ácidos biliares inducen el 
proceso apoptótico son los mismos en ambas líneas celulares, ya que en las células 
BCS-TC2.BR2 también se ha observado una activación de las enzimas de membrana 
NAD(P)H oxidasas y de la PLA2, el consiguiente incremento en las especies reactivas 
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de oxígeno, pérdida del potencial mitocondrial por transición de permeabilidad, y 
activación de las caspasas 9 y 3. Sin embargo, debe existir alguna diferencia entre 
ambos tipos de células que confiera resistencia a las células BCS-TC2.BR2 frente a los 
efectos apoptóticos de los ácidos biliares. 
El análisis de los niveles proteicos de diferentes miembros pro y antiapoptóticos 
de la familia Bcl-2 ha puesto de manifiesto un hecho muy significativo. Las células 
BCS-TC2.BR2 muestran una expresión incrementada respecto a las células sensibles de 
dos proteínas antiapoptóticas: Mcl-1 y, sobre todo, Bcl-2. Como ya se ha mencionado 
anteriormente, Bcl-2 mantiene secuestrada a Bax impidiendo su oligomerización y la 
consiguiente formación de poros en la membrana mitocondrial. En este sentido, ensayos 
de activación de Bax han demostrado que los ácidos biliares no son capaces de activar a 
esta proteína en las células resistentes a los mismos tiempos y concentraciones que en el 
caso de las células parentales. Con el fin de demostrar que este hecho se debe a los 
niveles incrementados de Bcl-2 se han realizado estos mismos ensayos en presencia del 
inhibidor de Bcl-2 ABT-263 (Navitoclax). Esta molécula mimetiza los dominios BH3 
de la familia de proteínas Bcl-2, de manera que interacciona con Bcl-2 impidiendo el 
secuestro de Bax (Tse y col., 2008). De este modo se ha podido observar un efecto 
sinérgico en la activación de Bax entre el CDCA y el ABT-263 en ambas líneas 
celulares, alcanzando las células BCS-TC2.BR2 niveles de activación sólo ligeramente 
inferiores a los observados en las células parentales. Además, los ensayos de viabilidad 
tras el tratamiento con el DCA y el CDCA en presencia de ABT-263 conducen a niveles 
de citotoxicidad muy similares en ambas líneas celulares, lo que sugiere que la 
inactivación de Bcl-2 supone la pérdida de resistencia frente a estos ácidos biliares.  
En conjunto, estos resultados nos permiten sugerir un modelo de apoptosis 
inducida por ácidos biliares en células de adenocarcinoma de colon humano como se 
muestra en la Figura 15A. En un evento inicial, los ácidos biliares inducen la activación 
de enzimas de membrana productoras de ROS, principalmente a las NAD(P)H oxidasas 
y a la PLA2, lo que conduce a un estado de estrés oxidativo. Esta situación promueve la 
transición de permeabilidad mitocondrial con la consiguiente liberación de factores 
proapoptóticos al citoplasma. Una vez ensamblado el apoptosoma se activa la caspasa-9 
iniciadora quien, a su vez, procesa y activa a la caspasa-3 efectora. De este modo esta 
última puede degradar diferentes dianas proteicas, entre las que se encuentra Bcl-2. Ello 
conduce a que Bax se encuentre libre para oligomerizar y formar poros adicionales en la 




Figura 15. Apoptosis inducida por ácidos biliares en células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2. 
Los ácidos biliares DCA y CDCA promueven la activación de las NAD(P)H oxidasas y de la
PLA2 en células BCS-TC2 (A). Estas enzimas promueven estrés oxidativo por incremento en
los niveles de especies reactivas de oxígeno, lo que conlleva la transición de permeabilidad
mitocondrial (MTP). La liberación de factores proapoptóticos (como el citocromo c) al
citoplasma promueve el ensamblaje del apoptosoma y la activación de la caspasa-9, lo que
conduce a la activación de la caspasa-3 ejecutora y la consiguiente degradación de dianas
apoptóticas. La degradación de Bcl-2 dependiente de caspasas promueve la liberación de Bax,
de manera que se promueve la formación de poros adicionales en la mitocondria que amplifican
la señal apoptótica. La iniciación del programa apoptótico por ácidos biliares en células BCS-
TC2.BR2 (B) es similar al observado en las células sensibles pero, en este caso, los niveles
elevados de Bcl-2 impiden la formación de poros dependientes de Bax en la mitocondria,
disminuyendo la intensidad de la señal apoptótica. 
 
Discusión 213
células resistentes (Figura 15B), al expresar mayores niveles de Bcl-2, mantienen a la 
proteína Bax secuestrada a pesar de la activación de la caspasa-3, de modo que se 
bloquea esta amplificación de la señal apoptótica observada en las células parentales. El 
tratamiento con un inhibidor de Bcl-2 es capaz de revertir dicha resistencia 
alcanzándose niveles de citotoxicidad similares a los observados en células sensibles. 
Estos resultados pueden ser de gran utilidad práctica, ya que la resistencia a diferentes 
fármacos de uso clínico derivados del butirato u otros inhibidores de HDAC, podría 
revertirse potencialmente mediante coadministración del inhibidor oral de Bcl-2 ABT-
263 en aquellos tumores donde la expresión de Bcl-2 se encuentre elevada. 
Finalmente cabe señalar que hemos detectado la regulación de diferentes rutas 
de señalización tras el tratamiento con ácidos biliares. Así, se ha observado la 
fosforilación de las MAPK p38, ERK1/2 y JNK. La activación por ácidos biliares de 
estas rutas de señalización ya ha sido previamente observada en células de cáncer de 
colon, y se ha relacionado con una respuesta de supervivencia que pone en marcha la 
célula para tratar de resistir los efectos citotóxicos de estos agentes (Qiao y col., 2001; 
Qiao y col., 2003; Araki y col., 2005). Por el contrario, se ha detectado una disminución 
en los niveles de fosforilación de Akt, principalmente en células BCS-TC2.BR2. En este 
sentido, se ha descrito una respuesta similar en diferentes líneas celulares tras la 
generación de estrés oxidativo por diferentes agentes. En estos casos, la pérdida de 
fosforilación de Akt parece contribuir a la inducción de apoptosis (Redlak y Miller, 
2011; Luo y col., 2012). 
 
5.2. EFECTO DEL BUTIRATO EN CÉLULAS DE ADENOCARCINOMA DE 
COLON HUMANO 
El butirato es un componente fisiológico del lumen intestinal generado por 
fermentación anaerobia de la fibra. Es considerado el principal regulador de la 
homeostasis del epitelio colónico no sólo por constituir la fuente de energía básica de 
los colonocitos, sino también por su capacidad para regular la proliferación, 
diferenciación y muerte celular (Hamer y col., 2008). Se considera que estas funciones 
reguladoras se derivan de su habilidad para inhibir la actividad HDAC, lo que puede 
promover cambios en el perfil de expresión génica (Davie, 2003). Sin embargo, en 
ciertas ocasiones, puede ocurrir que la célula sea capaz de adquirir una resistencia frente 
a los efectos apoptóticos del butirato a través de diferentes mecanismos, lo que puede 
favorecer el proceso de tumorigénesis. Es, por tanto, esencial disponer de modelos 
Discusión 214
celulares que permitan entender mejor los procesos a través de los cuales se adquiere 
dicha resistencia. Lamentablemente, en la actualidad existen pocas líneas celulares 
establecidas en cultivo resistentes al butirato, y la información disponible acerca de ellas 
es muy escasa. 
En nuestro estudio partimos de la línea celular de adenocarcinoma de colon 
humano BCS-TC2, poco diferenciada y no tumorigénica (Turnay y col., 1990) y de la 
línea celular BCS-TC2.BR2 derivada de la anterior por tratamiento continuado con 
butirato 2 mM, y que muestra resistencia a la inducción de apoptosis por este agente, 
aunque no a sus efectos sobre la diferenciación celular (Lopez de Silanes y col., 2004). 
También se parte de la sublínea BCS-TC2.2, obtenida tras co-inyección de células BCS-
TC2 con matrigel en ratones atímicos (Lopez-Conejo y col., 1996). Estas células 
presentan tumorigenicidad intrínseca y un menor grado de diferenciación respecto a las 
parentales. Pero además, en este trabajo se ha establecido la línea BCS-TC3, capaz de 
crecer formando esferoides multicelulares de forma espontánea. Esta característica 
resulta muy interesante puesto que dichos esferoides mimetizan en cierto modo la 
estructura tridimensional de los tumores reales. 
Pudo comprobarse que el tratamiento con butirato promueve tanto diferenciación 
como apoptosis en células BCS-TC2 y BCS-TC2.2, siendo el efecto mucho más 
acusado en las primeras. En cambio, las células BCS-TC2.BR2 son prácticamente 
insensibles a los efectos antiproliferativos de este agente, mientras que su grado de 
diferenciación incrementa más aún que en el caso de la línea parental BCS-TC2. Se 
comparó a su vez la respuesta a butirato de la línea celular BCS-TC3 con los esferoides 
obtenidos a partir de las líneas celulares anteriores por crecimiento en un sustrato no 
adherente. Los datos obtenidos demuestran que el efecto diferenciador desaparece 
completamente en esferoides de células BCS-TC3 y BCS-TC2.BR2 que, por otra parte, 
muestran una gran compactación y estabilidad al volver a cultivarlos sobre un sustrato 
adherente. En cambio, los esferoides obtenidos a partir de células BCS-TC2 son poco 
estables y siguen siendo sensibles a la diferenciación inducida por el butirato. Estos 
resultados indican la importancia de la estructura tridimensional en el efecto de este 
agente, probablemente debido a la accesibilidad reducida en un entorno compacto como 
ya se ha observado en otros sistemas y tratamientos. En este sentido, se ha demostrado 
que la adhesión celular y la densidad de crecimiento y el empaquetamiento en múltiples 
capas celulares dificultan la capacidad de diferentes agentes anticancerígenos para 
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penetrar en las zonas menos expuestas del tumor promoviendo la adquisición de 
resistencias (Grantab y col., 2006). 
Estas variaciones en el estado de diferenciación celular y la capacidad 
proliferativa derivados del tratamiento con butirato se corresponden con un cambio en 
el perfil de expresión génica de las células BCS-TC2, donde se altera la expresión de 
unos 150 genes. Dada su capacidad para inhibir la actividad HDAC, el butirato es capaz 
no solo de modificar la estructura de la cromatina por cambios en el estado de 
acetilación de las histonas, sino también de alterar la afinidad y actividad de diferentes 
factores de transcripción que pueden a su vez ser dianas de acetilación (Spange y col., 
2009). Numerosos estudios en diferentes modelos celulares ponen de manifiesto que 
estos cambios en la expresión génica no ocurren de manera inespecífica por inducción 
de una estructura más relajada de la cromatina que facilite la transcripción de forma 
global en el genoma (Mariadason y col., 2000). De hecho, sólo se modifica la expresión 
de un grupo concreto de genes, implicados generalmente en procesos relacionados con 
proliferación, diferenciación y apoptosis. Este hecho sugiere la existencia de secuencias 
específicas en los promotores de determinados genes que les hace sensibles a los efectos 
reguladores de la transcripción por butirato, y que ciertos autores han bautizado como 
elementos de respuesta a butirato (Bohan y col., 1989). Como se menciona en el 
apartado 1.4.2.2 de esta Memoria, estos elementos de respuesta pueden ser de dos tipos 
en los promotores de estos genes: bien como cajas  CCAAT, o bien como regiones ricas 
en GC. Nuestro objetivo fue intentar determinar, empleando genes cuya expresión se 
modifica por butirato, los mecanismos implicados en la respuesta transcripcional a 
dicho agente. Pudimos detectar elementos de respuesta de ambas clases en los 
promotores de dos genes diferentes.  
En primer lugar se abordó el análisis del promotor de la anexina A1 y de los 
efectos del butirato sobre el control de su expresión. De este modo pudo comprobarse 
que el butirato incrementa la expresión de anexina A1 tanto en células BCS-TC2 como 
en células BCS-TC2.BR2. Dado que la TSA también genera un efecto similar se deduce 
que esta respuesta se debe a la inhibición de la actividad HDAC, no observándose 
diferencias significativas entre ambas líneas celulares. Por otro lado, se ha relacionado 
la expresión de esta proteína con el estado de diferenciación celular (Rodrigo y col., 
2004). En este sentido hemos podido comprobar una correlación directa entre ambos 
parámetros, de modo que el tratamiento con butirato induce diferenciación en las líneas 
celulares empleadas, paralelo a un incremento en los niveles de anexina A1. 
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Además, de los ensayos de actividad con diferentes construcciones del promotor 
se deduce que las regiones implicadas en la regulación de la transcripción basal y en la 
activación por inhibidores de HDAC son diferentes. Así, la proteína p53 parece ser la 
principal responsable para la transcripción basal. A pesar de que sólo se ha localizado 
una repetición de la secuencia canónica de unión para p53, los ensayos de ChIP 
confirmaron su interacción con esta región del promotor. En este sentido, los niveles 
basales de anexina A1 pueden relacionarse con los correspondientes de p53. Así, las 
células BCS-TC2 muestran una expresión elevada no sólo de anexina A1 sino también 
de p53. Hay que señalar que en estas células, p53 está mutado en uno de sus alelos. Esta 
mutación (R282W) promueve su acumulación, y no impide la actividad transcripcional 
del p53 salvaje (Marutani y col., 1999). En cambio, los niveles de anexina A1 en las 
células Caco-2, que expresan una forma truncada e inactiva de p53, son mucho menores 
que en las células BCS-TC2. En cualquier caso, deben existir mecanismos 
postranscripcionales que regulen los niveles de anexina A1, ya que estos son mayores 
en las células resistentes respecto a las parentales, mientras que la actividad basal 
transcripcional es superior en estas últimas. 
Por el contrario, la regulación por butirato y TSA es más compleja y depende 
tanto del sitio p53 como de una secuencia CCAAT próxima al punto de inicio de la 
transcripción. Los ensayos de ChIP demostraron que el factor de transcripción que se 
une a estas cajas CCAAT es NF-YA. Además, a través de estos ensayos y los de co-
inmunoprecipitacion, se comprobó que NF-YA también es capaz de unirse al sitio p53 
por interacción directa con este factor de transcripción. La interacción y cooperación 
funcional entre NF-YA y p53 se ha descrito en varios genes (Manni y col., 2001; 
Imbriano y col., 2005). Aunque diferentes trabajos han demostrado el papel activador de 
NF-YA en promotores relacionados con proliferación, diferenciación y apoptosis tras el 
tratamiento con inhibidores de HDAC (Hirose y col., 2003; Huang y col., 2005), el 
efecto de este factor sobre la anexina A1 parece ser el contrario, ya que el butirato 
promueve la liberación de NF-YA del promotor, mientras que incrementa la activación 
transcripcional. En células BCS-TC2 aparentemente p53 también ejerce un papel 
represor en la activación por butirato. Este efecto probablemente sea debido a que, al 
eliminar el sitio de unión a p53, la accesibilidad de diferentes factores activadores de la  
transcripción a las cajas CCAAT sea mayor, aunque otra posibilidad es que la 
eliminación de la secuencia CCAAT próxima a la caja TATA impida la correcta 
formación del complejo basal de la transcripción. 
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En ausencia de butirato, los complejos p53/NF-YA son más abundantes en 
células sensibles que en resistentes, de manera que en las células parentales NF-YA se 
une al promotor de la anexina A1 principalmente a través del sitio p53, mientras que el 
tratamiento con butirato promueve la liberación de este factor de transcripción de 
manera que no se une ni de forma directa ni a través de p53. En cambio, en células 
BCS-TC2.BR2, NF-YA permanece unido al promotor a través del sitio p53, lo que 
podría relacionarse con el nivel de acetilación de este último. Aunque la interacción 
entre p53 y NF-YA sigue ocurriendo en ambas líneas celulares tras el tratamiento con 
butirato, los resultados sugieren que las células BCS-TC2 muestran mayores niveles de 
acetilación en p53, lo que favorecería su interacción en solitario al promotor y no a 
través de complejos con NF-YA. En este sentido, se ha descrito que la acetilación de 
p53 puede alterar la interacción de este factor con NF-YA promoviendo la activación 
transcripcional de diferentes genes relacionados con apoptosis (Benatti y col., 2008). 
También se ha analizado la implicación de la MAPK p38 en la regulación 
transcripcional del gen de la anexina A1 dado que se conoce que el butirato es capaz de 
inducir la fosforilación de esta enzima. Se ha demostrado que la activación de p38 es 
fundamental para la regulación transcripcional del gen de la anexina A1 por butirato. 
Los ensayos de ChIP en presencia de un inhibidor específico de esta quinasa ponen de 
manifiesto que la interacción de NF-YA con el promotor es independiente de p38, 
mientras que es fundamental para la unión de p53. Por otra parte, la liberación de NF-
YA del promotor, fenómeno esencial para la activación transcripcional del gen de la 
anexina A1 por butirato, es igualmente independiente de p38. La pérdida de la 
interacción directa de NF-YA tras el tratamiento con butirato podría explicarse a través 
de un efecto represor indirecto de p21, quien es capaz de inhibir la fosforilación de NF-
YA por cdk2 (Yun y col., 2003). En este sentido, nuestro grupo ha descrito también un 
incremento en los niveles de p21 en células BCS-TC2 y BCS-TC2.BR2 por efecto del 
butirato, lo que apoyaría esta hipótesis (Lopez de Silanes y col., 2004). 
Por lo tanto, se propone un modelo de regulación del promotor de la anexina A1 
donde p53 es fundamental en la actividad transcripcional basal, y NF-YA puede estar 
unido al promotor de forma directa a través de las cajas CCAAT, o de forma indirecta a 
través de p53 (Figura 16). El tratamiento con butirato disminuye el estado de 
fosforilación de NF-YA de forma indirecta a través de p21, lo que favorece la pérdida 
de unión con las cajas CCAAT. Pero, además, el incremento en los niveles de 
acetilación de p53 también promueve la separación de los complejos p53/NF-YA, de 
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modo que NF-YA no interacciona con el promotor a través de ninguna de las dos 
secuencias. Dado que el efecto de NF-YA es represor, su salida permitiría la entrada de 
potenciales factores activadores de la transcripción de unión a cajas CCAAT. Las 
células resistentes, al ser menos sensibles a la inhibición de la actividad HDAC por 
butirato, mantienen ciertos niveles de p53 no acetilado y, por tanto, capaz de 
acomplejarse con NF-YA permitiendo su unión de forma indirecta al promotor. La 
inhibición de la MAPK p38 reduce la fosforilación de p53 con la consiguiente 
 
 
Figura 16. Modelo de regulación del gen de la anexina A1. 
El factor de transcripción p53 es fundamental para la actividad basal del promotor de la anexina
A1. NF-YA se une también al promotor, bien de manera directa a través de la caja CCAAT, o
de forma indirecta formando un complejo con p53. El tratamiento con butirato incrementa la
actividad transcripcional por liberación de NF-YA, lo que permite la entrada de otros factores
activadores (como C/EBP). El incremento en los niveles de acetilación de p53 tras el
tratamiento con butirato impide la interacción de NF-YA con p53, facilitando su salida del
promotor. En las células resistente BCS-TC2.BR2, los niveles de acetilación de p53 son
menores, de forma que NF-YA puede seguir interaccionando con él, disminuyendo así la
activación transcripcional por butirato. 
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reducción o pérdida de su interacción con el promotor de la anexina A1, lo que 
disminuye la activación transcripcional por butirato. 
Por otro lado, nuestro grupo de investigación había analizado previamente el 
efecto del butirato sobre la anexina A1, la A2 y la A5 en células de adenocarcinoma de 
colon humano (Guzman-Aranguez y col., 2005). Uno de los efectos observados tras el 
tratamiento con butirato era era el incremento en la secreción de anexina A5. Dado que 
el dominio N-terminal de las anexinas es considerado la principal región reguladora de 
la función de estas proteínas, se planteó estudiar si el dominio N-terminal de la anexina 
A5 era el responsable de su capacidad para agregar vesículas, ya que dicha actividad 
está potencialmente relacionada con el proceso de secreción. Esta capacidad de 
agregación se observa en la anexina A5 de pollo pero no en la de origen humano, por lo 
que se ha empleado como aproximación metodológica la construcción de una proteína 
quimérica donde el dominio N-terminal de la anexina A5 humana se sustituye por el de 
la de pollo, manteniéndose el resto de la secuencia intacta. Además se han usado tanto 
las formas nativas humana y de pollo, como una anexina A5 recombinante de pollo con 
el dominio N-terminal delecionado. Las 4 proteínas expresadas y purificadas se pliegan 
correctamente y alcanzan una estructura secundaria similar. Sin embargo sí se han 
detectado diferencias en la capacidad para interaccionar con vesículas de PS, 
observándose que las formas nativas interaccionan de modo más eficiente y con 
menores requerimientos de Ca2+. Esto indica que la modificación del dominio N-
terminal puede alterar los sitios para unión de Ca2+ y vesículas localizados en el núcleo 
proteico. 
Los espectros de fluorescencia muestran la exposición en presencia de Ca2+ del 
Trp187, que se encuentra generalmente oculto dentro del núcleo proteico. Esta 
exposición no se observa en la anexina A5 de pollo nativa ni con el dominio N-terminal 
truncado, probablemente por su menor afinidad por Ca2+. En este sentido, la quimera 
tampoco muestra un cambio significativo en el espectro de fluorescencia, lo que pone 
de manifiesto la influencia del dominio N-terminal sobre la estructura completa de la 
proteína. La afinidad por el Ca2+ se incrementa significativamente cuando se forman 
complejos ternarios con fosfolípidos (Ayala-Sanmartin y col., 2000), lo que se refleja en 
cambios en el espectro de fluorescencia de las 4 proteínas recombinantes. El máximo de 
absorción del Trp187 se desplaza hacia 340 nm e incrementa el rendimiento cuántico, 
como ya se ha descrito en otros estudios (Sopkova y col., 1999). Esto se debe a la 
Discusión 220
pérdida del apantallamiento de este residuo por formación de puentes de hidrógeno con 
la Thr224 en la conformación libre de calcio. El cambio conformacional provocado por 
la unión a calcio, la suave acidificación y la interacción con fosfolípidos expone al 
Trp187 al disolvente o a las cabezas polares de los fosfolípidos, rompiendo el enlace con 
la Thr (Turnay y col., 2002). Por otra parte, la anexina A5 de pollo presenta mayor 
capacidad para unir vesículas de PS que la humana y, de nuevo, se comprueba que 
modificaciones del dominio N-terminal alteran esta capacidad, ya que las constantes de 
disociación aparentes, tanto de la quimera como de la forma de pollo truncada en el 
dominio N-terminal, son mayores que las de las proteínas nativas. 
En relación a la capacidad para inducir agregación de vesículas, como era de 
esperar, la anexina A5 de pollo induce este proceso incluso a bajas concentraciones de 
proteína y de calcio, mientras que la proteína humana no muestra esta habilidad. 
Además, el dominio N-terminal es esencial en esta función, ya que la capacidad de 
agregación de la anexina A5 de pollo truncada se reduce, mientras que la quimera 
adquiere dicha actividad, aunque sin alcanzar la misma capacidad de agregación 
observada en la proteína de pollo nativa. Además, los datos de cinéticas junto a los 
ensayos de entrecruzamiento ponen de manifiesto que estos fenómenos de agregación 
ocurren por puentes entre dos proteínas donde cada una de ellas lleva unida una 
vesícula, y que esta dimerización ocurre a través de la superficie cóncava expuesta del 
núcleo proteico. 
El principal responsable de que la anexina A5 de pollo sea capaz de inducir 
agregación de vesículas parece ser, por tanto, el dominio N-terminal. Una de las 
principales diferencias entre los dominios N-terminal de las anexina A5 humana y de 
pollo, es que esta región presenta una carga neta más negativa en el caso de la humana 
debido a la sustitución de varios aminoácidos. Datos relativos a la anexina A4, muy 
relacionada estructural y evolutivamente con la anexina A5 (Moss y Morgan, 2004), y 
capaz de inducir agregación de vesículas, indican la ausencia de estos residuos con 
carga negativa (Kaetzel y col., 2001). Es más, su fosforilación puede inducir la pérdida 
de esta capacidad por incremento en la carga neta negativa. Estos resultados sugieren 
que la sustitución de aminoácidos ácidos por otros básicos en el dominio N-terminal 
puede ser responsable de que la anexina A5 de pollo sea capaz de inducir la agregación 
de vesículas. En cualquier caso, deben existir regiones adicionales en la proteína que 
participen en esta función, ya que ni la quimera alcanza la misma capacidad de 
agregación que la anexina A5 de pollo, ni la forma truncada pierde completamente su 
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funcionalidad. Finalmente, cabe señalar que la superficie cóncava del núcleo proteico, a 
través de la cual ocurre la interacción entre estas proteínas, también presenta una mayor 
cantidad de residuos ácidos en la anexina A5 humana respecto a la de pollo, lo que hace 
pensar que esta carga negativa adicional puede también influir negativamente sobre la 
capacidad de agregación de la proteína debido a repulsiones electrostáticas. 
 
Otro de los genes cuya regulación por butirato se ha analizado es el de la MMP-
11. Aunque la expresión de esta proteína se ha descrito principalmente en células del 
estroma, en este trabajo se ha demostrado su presencia en medios condicionados de 
células de adenocarcinoma de colon de origen epitelial. De forma similar al de la 
anexina A1 se han empleado diferentes construcciones del promotor de la MMP-11 para 
analizar la regulación de su transcripción basal. Los ensayos de luciferasa ponen de 
manifiesto que la región reguladora principal se localiza entre las posiciones -110/+15, 
y que existen elementos represores en regiones distales del promotor, entre los que se 
encuentra una secuencia de unión para AP-1. Además, el tratamiento con butirato y 
TSA promueve un incremento en la actividad transcripcional del gen que se 
correlaciona con un aumento en los niveles de mRNA y proteína, principalmente en su 
forma activa. Este hecho puede ser debido a una activación extracelular por otras 
proteasas como la MMP-3 e incluso por activación autocatalítica (del Mar Barbacid y 
col., 1998). Dado que el butirato se relaciona con efectos beneficiosos frente a la 
carcinogénesis colorectal, puede parecer contradictorio el hecho de que incremente los 
niveles de MMP-11, proteína generalmente asociada con progresión tumoral. Una 
hipótesis es que las células BCS-TC2 respondan a los efectos apoptóticos del butirato 
incrementando la expresión de MMP-11 como mecanismo de supervivencia. Apoyando 
esta idea, se ha descrito que los dominios hemopexina de varias MMP pueden inducir 
señales de supervivencia por interacción con receptores de membrana (Redondo-Munoz 
y col., 2010). Aunque, por otro lado, varios estudios sugieren que algunas MMP pueden 
ejercer un papel protector frente a tumores (Martin y Matrisian, 2007; Decock y col., 
2011), lo que podría también explicar el incremento en la expresión de MMP-11 por 
butirato en células BCS-TC2. 
 Las regiones proximales del promotor participan en la activación transcripcional 
por butirato. El análisis de predicción de sitios de unión ha permitido determinar la 
presencia, entre otros elementos de respuesta, de varias cajas GC cercanas al punto de 
inicio de la transcripción. Estas secuencias pueden unir diferentes factores de 
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transcripción relacionados previamente con la respuesta a inhibidores de HDAC, como 
Sp1, Sp3, MAZ o ZBP-89. Los ensayos de retardo en gel con anticuerpos frente a varios 
de estos factores han puesto de manifiesto que el factor Sp1 es quien se une a estas cajas 
GC. En este sentido, varios trabajos han demostrado que Sp1 es un factor importante en 
el control transcripcional en otros miembros de las MMP, como las MMP-2 y -14 en las 
cuales Sp1 se une a cajas GC localizadas en regiones proximales del promotor (Sroka y 
col., 2007; Hung y Chang, 2009), o la MMP-9, en cuyo promotor Sp1 interacciona con 
cajas GC distales (Chen y col., 2009). 
Con el fin de determinar la relevancia de Sp1 en los procesos de regulación  
transcripcional de este gen, se han considerado dos aproximaciones experimentales. En 
primer lugar ensayos de luciferasa en presencia de mitramicina, agente que inhibe la 
unión de Sp1 al DNA. Los resultados obtenidos demuestran que Sp1 es importante tanto 
para la transcripción basal como para la activación por butirato y TSA. Además, esta 
inhibición a nivel transcripcional se correlaciona con un descenso en los niveles 
proteicos en medios condicionados. La segunda aproximación consiste en el diseño de 
diferentes mutantes para las tres cajas GC de la región proximal del promotor. Los 
ensayos de luciferasa confirman que dos de estas secuencias ricas en GC son esenciales 
para la expresión basal del gen (-68/-63 y -41/-36). Por otro lado, la activación 
transcripcional por butirato parece depender en mayor medida de la caja GC en posición 
-68/-63, ya que su eliminación reduce drásticamente los efectos inductores del butirato, 
que llegan a desaparecer por completo cuando esta mutación se combina con la de 
cualquiera de las otras secuencias de unión a Sp1. Por tanto, estos resultados en 
conjunto permiten afirmar que Sp1 es fundamental tanto para la actividad basal del gen 
de la MMP-11, como para la inducción transcripcional por butirato. 
Además, el tratamiento con butirato no altera ni los niveles de Sp1 ni su 
capacidad para interaccionar con el promotor. En este sentido, se ha descrito la 
activación transcripcional dependiente de Sp1 de diversos genes tras el tratamiento con 
inhibidores de HDAC, sin que ocurran cambios significativos ni en los niveles proteicos 
de Sp1, ni en su capacidad para interaccionar con el DNA (Walker y col., 2001; Huang 
y col., 2005). Así, se han realizado ensayos de inmunoprecipitación con el fin de 
determinar si la respuesta a butirato está relacionada con alteraciones postraduccionales. 
Estos ensayos han permitido detectar la presencia de una proteína acetilada acomplejada 
a Sp1. Teniendo en cuenta la masa molecular de esta proteína, y la información 
disponible acerca de otros factores de transcripción sujetos a acetilación y cuya 
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interacción a Sp1 se ha descrito, se ha determinado que esta proteína se corresponde con 
Smad2. Se ha descrito que Smad2 se puede acetilar por p300, CBP y P/CAF, y su 
estado de acetilación se ha relacionado con un incremento tanto en su unión al DNA 
como en sus funciones activadoras de la transcripción (Tu y Luo, 2007). El tratamiento 
con butirato no solo incrementa el nivel de acetilación de Smad2, sino que este hecho se 
correlaciona con un incremento en la formación de complejos Sp1/Smad2. Además, los 
ensayos de ChIP corroboran la interacción de Sp1 y Smad2 en el promotor de la MMP-
11 a través de las cajas GC. En este sentido, los ensayos de ChIP en presencia de 
mitramicina muestran que Smad2 puede llegar a interaccionar con el promotor de la 
MMP-11 en ausencia de Sp1, probablemente a través de una interacción de baja 
afinidad con alguna secuencia del DNA, o bien por unión indirecta a través de algún 
otro factor o del propio complejo basal de la transcripción. En cambio, el tratamiento 
con butirato en presencia de mitramicina desplaza completamente la interacción de 
Smad2 con el promotor, lo que sugiere que su acetilación por inhibición de la actividad 
HDAC promueve la formación de complejos con Sp1 que, en estas condiciones, no son 
capaces de unirse al DNA. 
Para profundizar aún más en los mecanismos de regulación por butirato de este 
gen, también se ha abordado el estudio de las potenciales rutas de señalización 
implicadas es estos procesos. Ensayos de luciferasa en presencia de varios inhibidores 
específicos para las tres principales cascadas de MAPK, muestran que la ruta de ERK es 
esencial para la activación transcripcional por butirato, hecho que se confirma también a 
nivel de proteína en medios condicionados. En cambio, la inhibición de p38 o JNK no 
parece tener efectos significativos en la actividad del promotor. Hay que señalar que se 
ha descrito que la expresión de diversos miembros de la familia de las MMP se puede 
incrementar por diferentes agentes activadores de MAPK, especialmente de ERK 
(Vincenti y Brinckerhoff, 2007). Además, se ha podido demostrar que la fosforilación 
de ERK está incrementada en células de cáncer de colon tras el tratamiento con butirato, 
siendo dos de sus potenciales dianas de fosforilación tanto Sp1 como Smad (Scharlau y 
col., 2009). 
Por tanto, los resultados obtenidos permiten proponer un modelo de regulación 
para el promotor de la MMP-11 donde Sp1 es el elemento esencial a través de su unión 
a las cajas GC (Figura 17). Este factor es fundamental para la transcripción basal, y 
puede encontrarse interaccionando con el promotor por sí solo, o formando complejos 
con Smad2. El tratamiento con butirato aumenta el estado de acetilación de Smad2, lo 
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que promueve la formación de complejos con Sp1 y un incremento en la actividad 
transcripcional. En cuanto al significado biológico del incremento en la expresión de 
esta proteína por butirato, podría relacionarse con una señal de supervivencia frente a 
los efectos apoptóticos del butirato, ya que se ha descrito que los dominios hemopexina 
de varias MMP pueden inducir señales de supervivencia por interacción con receptores 
de membrana. 
 
También se ha analizado la regulación del promotor de la MMP-11 en las células 
BCS-TC2.BR2. En este caso los niveles de esta proteína en medios condicionados 
prácticamente no se alteran tras el tratamiento con inhibidores de HDAC. Los ensayos 
de luciferasa dual con diferentes construcciones del promotor arrojan resultados muy 
similares para la regulación de la transcripción basal a los obtenidos en células BCS-
TC2, siendo fundamental la región proximal del promotor y existiendo elementos 
 
Figura 17. Modelo de regulación del gen de la MMP-11. 
El factor de transcripción Sp1 es fundamental para la actividad basal del promotor MMP-11.
Este interacciona a través de varias cajas GC presentes en una región próxima al punto +1 de
inicio de la transcripción. Por otra parte, Smad2 también se encuentra unido al promotor,
probablemente interaccionando con el complejo basal de la transcripción. El tratamiento con
butirato induce la acetilación de Smad2, de forma que se promueve la formación de complejos
Sp1/Smad2, que interaccionan con el promotor MMP-11 a través de las cajas GC e incrementan
significativamente su actividad transcripcional. 
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represores distales como AP1. Las diferencias más significativas se observan tras el 
tratamiento con butirato y TSA, ya que la activación transcripcional se duplica con las 
dos construcciones de mayor tamaño respecto a las células sensibles. Esto puede indicar 
la existencia de elementos distales de respuesta a butirato que sólo son activos en las 
células resistentes. Un análisis de predicción de sitios de unión ha permitido detectar la 
existencia de dos potenciales sitios p53 en las posiciones -640 y -1320. Ensayos de 
ChIP han confirmado que p53 interacciona con el promotor de la MMP-11 en células 
BCS-TC2 a través de la secuencia localizada en la posición -640, aunque no se han 
observado cambios significativos en esta interacción tras el tratamiento con butirato. En 
cualquier caso, es necesario un análisis más profundo de la regulación de este gen en 
células resistentes. Además, dado que la mayor activación transcripcional por butirato 
respecto a las células sensibles no se correlaciona con un incremento en los niveles de 
proteína, deben existir mecanismos postraduccionales adicionales que regulen su 
expresión. 
Finalmente, también se ha abordado el análisis del promotor de la isoforma β-
MMP-11. Esta isoforma fue descrita por Luo y col. en 2002 como una proteína 
intracelular y constitutivamente activa debido a la ausencia tanto del péptido señal como 
del propéptido que aparecen en la isoforma clásica o α-MMP-11 (Luo y col., 2002). En 
nuestro sistema celular hemos detectado el mRNA por RT-PCR cuantitativa, pero no 
hemos detectado la presencia de esta proteína ni en extractos celulares ni en medios 
condicionados, lo que podría relacionarse con bajos niveles de expresión o estabilidad 
reducida de la proteína. En este sentido, se ha comprobado que el tratamiento con 
butirato y TSA incrementa la transcripción  de esta isoforma, siendo el efecto mayor en 
el caso del TSA. Con el fin de estudiar la regulación de su promotor se emplearon tres 
construcciones diferentes en ensayos de luciferasa. En relación a la transcripción basal, 
las regiones más importantes se localizan en la zona proximal del promotor, 
comprendiendo las 60 primeras bases desde el punto de inicio de la transcripción. Al 
igual que en el caso de la isoforma clásica, existen elementos represores distales entre 
los que se encuentra AP1. Por otra parte, parece existir algún elemento activador al cual 
sólo responden las células sensibles, como se observa en los resultados obtenidos con la 
construcción de 0,5-ST3. 
El tratamiento con butirato y TSA induce la activación transcripcional en ambos 
tipos de células, siendo este efecto prácticamente el doble en las células sensibles y 
siempre más acusado en el caso del butirato respecto al TSA. Además, la respuesta a 
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estos agentes es mayor a medida que se emplean construcciones más extensas del 
promotor. Dada la intensa respuesta observada a estos agentes con la construcción de 
menor tamaño, se ha empleado su secuencia para un análisis de predicción de 
potenciales sitios de unión de factores de transcripción. De todos los elementos 
potenciales de respuesta, sólo MAZ aparece en común respecto a la predicción de la 
isoforma clásica. En cualquier caso se diseñaron diferentes sondas para ensayos de 
retardo en gel, empleándose los mismos anticuerpos que en los estudios de la isoforma 
clásica. De forma similar a lo observado en esta última, no se detectó unión de MAZ, 
ZBP-89 ni Sp3, pero sí de Sp1 en la sonda 0,06-ST3-a donde hay un sitio de unión para 
MAZ. Dado que estas secuencias son ricas en citosinas y guaninas, cabe la posibilidad 
de que Sp1 interaccione con estas regiones del promotor de manera inespecífica, aunque 






















1. Bile acids (mainly CDCA) induce apoptosis by oxidative stress in human colon 
adenocarcinoma BCS-TC2 cells, which are sensitive to differentiation and apoptosis 
induced by butyrate. Activation of different membrane-associated enzymes 
[NAD(P)H oxidases and PLA2] promotes an increase of reactive oxygen species that 
eventually triggers the mitochondrial apoptotic pathway. The activation of caspase-3 
by the apoptosome leads to the cleavage of Bcl-2, thus releasing Bax and allowing 
the formation of additional pores in the mitochondrial membrane and generating a 
feedback loop that amplifies the apoptotic signal. 
 
2. Butyrate-resistant BCS-TC2.BR2 cells are less sensitive to the apoptotic effects of 
bile acids. Although the molecular mechanisms triggered by these agents are similar 
to those observed in BCS-TC2 cells, BCS-TC2.BR2 cells show enhanced resistance 
to bile acid-induced apoptosis due to an overexpression of Bcl-2 that impaires the 
formation of Bax-dependent pores in the mitochondrial membrane. This is 
confirmed by the fact that this resistance can be reverted in vitro by the use of the 
Bcl-2 inhibitor ABT-263. 
 
3. Butyrate treatment is able to alter the gene expression profile of BCS-TC2 cells, 
significantly modifying around 178 genes. The growth of cells under multicellular 
spheroids impairs the accessibility of butyrate, thus promoting resistance to this 
agent. 
 
4. Annexin A1 promoter activity is controlled by a functional cooperation between p53 
and factors binding to the proximal CCAAT box. Transcription is induced by 
butyrate treatment, and is mediated through a release of NF-Y from the proximal 
CCAAT box and an enhancement of p53 binding which is dependent on p38 MAPK 
activation. The interaction of p53 with the promoter is dependent on p38 MAPK 
activity either in the absence or in the presence of butyrate. Further, activation of 
p38 MAPK by this agent is required to increase annexin A1 promoter activity and to 
increase protein expression. 
 
5. The N-terminus of annexin A5 plays a key role in vesicle aggregation via formation 
of protein dimers through their concave exposed surface. 
Conclusions 230
 
6. The expression of MMP-11 in epithelial human colon adenocarcinoma cells has 
been detected for the first time. In BCS-TC2 cells, Sp1 binding to the GC-rich 
region in the proximal promoter of MMP11 is necessary for transcription via 
binding of a protein heterocomplex that involves Smad2. Butyrate treatment 
increases the acetylation status of Smad2 favoring the association Sp1/Smad2 with a 
subsequent increase in the transcriptional activity and MMP-11 protein levels. 
Whereas the activation of the ERK signaling pathway is not required for MMP-11 
basal expression, it is quite important for the upregulation of the expression of this 






















MODELOS DE CÁNCER COLORRECTAL 
La carcinogénesis colorrectal es un proceso multisecuencial. 
Independientemente de los factores hereditarios, la aparición de mutaciones somáticas, 
debido a errores en la replicación del DNA o como consecuencia de la exposición a 
carcinógenos, puede provocar la expansión clonal de un grupo de células con el material 
genético alterado. En 1990 Fearon y Vogelstein propusieron un modelo de 
carcinogénesis que describe la posible secuencia de alteraciones genéticas con base en 
las modificaciones moleculares observadas en el DNA (Fearon y Vogelstein, 1990). 
Este proceso comenzaría con la inactivación del gen supresor de tumores APC 
(Adenomatous Polyposis Coli), seguido por mutaciones en KRAS que promueven su 
activación constitutiva. A estas alteraciones iniciales se sumarían subsiguientes 
mutaciones adicionales en TGF-β o TP53, de modo que se predice que son necesarias al 
menos siete mutaciones para generar un fenotipo maligno. 
 
Desde aquel trabajo pionero, que estableció las bases del modelo de la “ruta 
clásica” de carcinogénesis colorectal (la secuencia adenoma-carcinoma), se han llevado 
a cabo grandes avances en el estudio de los mecanismos y vías celulares que participan 
en el proceso de tumorigénesis (Figura Anexo 1A). Así, actualmente se ha calculado 
que podrían existir hasta 80 genes mutados por cada tumor colorrectal, si bien sólo un 
pequeño grupo de ellos (alrededor de 15) puede considerarse como el auténtico 
responsable del proceso tumorigénico (Wood y col., 2007; Leary y col., 2008). De este 
modo, se han propuesto cuatro rutas o modelos de carcinogénesis colorrectal: la ruta de 
inestabilidad cromosómica (CIN; Chromosomal Instability Pathway), el fenotipo 
hipermetilador de islas CpG (CIMP; CpG Island Methylator Phenotype), la ruta de 
inestabilidad de microsatélites (MSI; Microsatellite Instability Pathway) y la 
recientemente descrita ruta del adenoma dentado o aserrado (Serrated Pathway) 
(Harrison y Benziger, 2011). Estas se distinguen por la predominancia de ciertas 
alteraciones genéticas o epigenéticas específicas de cada una de ellas, así como por sus 
diferentes características patológicas y de pronóstico. Un esquema de las mutaciones 






Figura Anexo 1. Tumorigénesis colorrectal. Progresión adenoma-carcinoma. 
En la parte superior (A) se representan los diferentes estadios propuestos durante el proceso de
tumorigénesis colorrectal. En la parte inferior (B) se indica de forma esquemática algunas de las
mutaciones implicadas en la adquisición de los diferentes fenotipos tumorigénicos asociados
con la progresión adenoma-carcinoma (CIMP: fenotipo hipermetilador de islas CpG; CIN:





La inestabilidad cromosómica es el tipo de alteración genómica más observada 
en tumores colorrectales, habiéndose identificado en casi el 85% de los casos (Grady y 
Carethers, 2008). Se considera la mayor fuente de inestabilidad genética y, por tanto, el 
principal responsable de la acumulación rápida y eficiente de mutaciones cancerosas. 
Estos tumores se caracterizan por alteraciones cromosómicas que incluyen tanto 
reordenamientos como deleciones de grandes regiones, e incluso de cromosomas 
completos. Este fenotipo podría ser consecuencia de defectos en las rutas implicadas en 
la correcta segregación cromosómica durante la mitosis. En este sentido se ha 
identificado la mutación del gen hBUB1 (human budding uninhibited by benzimidazol 
1) como una de las responsables de errores en el punto de control para la formación del 
huso mitótico (Cahill y col., 1998). Otra anomalía cromosómica precursora de CIN 
deriva de un número anormal de centrosomas, o bien de un mal funcionamiento de los 
mismos. Un grupo de proteínas estrechamente asociadas con estos procesos son las 
aurora quinasas; la sobreexpresión de la aurora quinasa A se ha relacionado con 
amplificación de centrosomas, habiéndose correlacionado con el grado de CIN en 
diferentes tumores colorrectales (Ewart-Toland y col., 2003). Por otro lado, aunque no 
se conocen exactamente los mecanismos a través de los cuales actúa en el proceso 
tumorigénico, la sobreexpresión de aurora quinasa B también se ha relacionado con 
estados avanzados de cáncer colorrectal (Katayama y col., 1999). Finalmente, otro 
posible origen de CIN radica en el mal funcionamiento de los telómeros, ya que se 
generan fusiones de los extremos de varios cromosomas dando lugar a una profunda 
reorganización genómica. Curiosamente, mientras que se ha detectado un acortamiento 
de los telómeros (70-90%) en muestras de cáncer de colon respecto a los tejidos 
adyacentes, también se ha observado una actividad telomerasa incrementada en dichos 
tumores. La hipótesis más aceptada es que, mientras que el acortamiento de los 
telómeros promueve la inestabilidad cromosómica durante las primeras fases del 
proceso tumorigénico, la activación de la telomerasa en etapas más avanzadas confiere 
la inmortalidad a las células tumorales (Pino y Chung, 2010). 
En cualquier caso, e independientemente del mecanismo a través del cual se 
generen estos cariotipos anómalos, parecen existir una serie de mutaciones en 
oncogenes y genes supresores de tumores específicos, asociadas con procesos de 
tumorigénesis colorrectal por inestabilidad cromosómica. Así, la ruta de CIN se 
caracteriza por: mutaciones en el gen APC o pérdida completa de este gen por deleción 
Anexo I 236
del cromosoma 5; mutaciones en KRAS; deleción del brazo corto del cromosoma 18, 
que contiene los genes DCC (Deleted in Colorectal Cancer), Smad2 y Smad4; y 
deleción del brazo largo del cromosoma 17, donde se localiza el gen TP53 (Worthley y 
col., 2007; Migliore y col., 2011). Si bien todas estas alteraciones genéticas son 
importantes para la aparición de un fenotipo tumorigénico, el paso inicial en la mayoría 
de los carcinomas colorrectales parece ser la mutación del gen supresor de tumores 
APC, localizado en el cromosoma 5q21. Este gen codifica una proteína de ~300 kDa 
que forma homooligómeros y se asocia con cateninas. Las mutaciones somáticas de este 
gen aparecen en la mayoría de los tumores de colon, mientras que sus alteraciones en la 
línea germinal son responsables de la poliposis adenomatosa familiar (FAP, Familial 
Adenomatous Polyposis). Entre sus funciones se encuentra la regulación de la ruta de 
señalización de Wnt, la regulación de la adhesión celular a través de β-catenina y E-
cadherina, la regulación de la migración celular a través de la interacción con 
microtúbulos, y el bloqueo del ciclo celular (Aoki y Taketo, 2007). 
Uno de los papeles principales de APC es funcionar como proteína de andamiaje 
en el complejo regulador de la ruta de señalización Wnt, que controla los niveles de β-
catenina. En ausencia de señales de activación, la β-catenina se mantiene en el citosol 
formando complejos con las proteínas APC, axina y glucógeno sintasa quinasa-3β 
(GSK-3β). Los niveles de β-catenina se mantienen bajos a través de fosforilación por 
serina/treonina quinasas, principalmente GSK-3β y caseína quinasas, generándose sitios 
de reconocimiento para ubiquitina-ligasas que conducen a la degradación de la β-
catenina a través del proteasoma. Las señales de activación de la ruta Wnt activan a la 
proteína Dsh (Dishevelled) que, a su vez, inhibe a GSK-3β, de modo que disminuye la 
degradación de β-catenina y conduce a su acumulación en el citosol. La mayor 
disponibilidad de β-catenina en la célula provoca su translocación al núcleo, donde se 
une a los factores TCF/LEF alterando la expresión de una batería de genes relacionados 
con el estado de proliferación y diferenciación celular, como c-myc o CCND3 (Pinto y 
Clevers, 2005). Esto supone que las mutaciones en APC provocan alteraciones en el 
complejo con la β-catenina, axina y GSK-3β, de manera que disminuye la degradación 
de β-catenina y, por tanto, se produce una activación constitutiva de la ruta Wnt. 
APC también ejerce funciones importantes a través de sus interacciones con el 
citoesqueleto, por lo que mutaciones en APC se han relacionado con alteraciones en la 
migración celular y en la correcta segregación cromosómica durante la mitosis (Kroboth 
y col., 2007). Estas mutaciones generan cambios en la regulación del citoesqueleto 
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afectando a microtúbulos y F-actina, lo que se traduce en alteraciones en la migración y 
adhesión celular. Esto provoca que las células puedan permanecer demasiado tiempo en 
presencia de agentes carcinogénicos incrementándose la probabilidad de que ocurra su 
transformación maligna (Nathke, 2004). La desregulación del citoesqueleto también se 
traduce en defectos en la formación del huso mitótico, lo que puede contribuir a generar 
inestabilidad genética y dar lugar a fenómenos de aneuploidía. Estos procesos de 
transformación maligna, asociados a un estado aumentado de la proliferación celular 
debido a la pérdida de regulación de la ruta Wnt, generan un ambiente celular idóneo 
para la formación del tumor colorrectal (Sansom y col., 2004). 
Otro de los genes alterados en la ruta CIN es el oncogen KRAS. Este gen, 
localizado en el cromosoma 12, codifica una proteína G (K-Ras) implicada en el 
proceso de transducción de la señal desde el exterior celular al interior del núcleo. Se ha 
detectado la mutación de KRAS en más del 50% de tumores esporádicos de colon, y 
parece ser responsable de la iniciación de tumores colorrectales en sujetos con criptas 
aberrantes (ACF; Aberrant Crypt Foci) (Pretlow y Pretlow, 2005). Estas mutaciones 
impiden la correcta hidrólisis del GTP y provocan una activación constitutiva de la 
proteína, lo que se traduce en la desregulación de numerosas rutas que controlan 
procesos biológicos fundamentales como proliferación, apoptosis y motilidad celular. 
Una de las características principales de las células transformadas por mutaciones en 
KRAS es el remodelado del citoesqueleto de actina a través de los efectores Raf-quinasa 
y PI3-quinasa. Estas alteraciones provocan baja adhesión, motilidad e invasividad 
incrementada, y crecimiento independiente de inhibición por contacto (Pollock y col., 
2005). La proteína K-Ras también está en contacto con la ruta Wnt, siendo capaz de 
incrementar la estabilidad y los niveles en el núcleo de la β-catenina a través de la 
inhibición de GSK-3β (Li y col., 2005). 
Como se ha señalado anteriormente, los cromosomas 18q y 17p se encuentran 
habitualmente afectados por pérdidas alélicas en tumores de colon. En la región 18q21 
se localiza el gen supresor de tumores DCC. Este gen codifica una proteína que presenta 
gran homología con NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule). Su mutación afecta a los 
mecanismos de interacción célula-célula y célula-matriz extracelular (Aschele y col., 
2004). Otra de las familias de proteínas alteradas en los tumores colorrectales 
originados por CIN es la del TGF-β. Estas citoquinas regulan diferentes procesos 
biológicos, como diferenciación, proliferación, apoptosis o formación de la matriz 
extracelular, y en su mecanismo de señalización participan proteínas de la familia Smad 
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(Small Mother Against Decapentaplegic) (Lampropoulos y col., 2012). El epitelio 
colónico normal expresa tres isoformas de TGF-β (TGF-β1, 2 y 3), actuando en una ruta 
supresora de tumores, de modo que inhiben la proliferación celular e inducen apoptosis. 
Sin embargo, durante estadios avanzados de la carcinogénesis colorrectal TGF-β actúa 
como promotor de tumores y sus niveles se encuentran incrementados (Mishra y col., 
2005). Se ha demostrado que TGF-β estimula la proliferación de células de cáncer de 
colon poco diferenciadas promoviendo la transformación maligna y la progresión del 
tumor (Li y col., 2005). La proteína Smad4 se localiza en una región del cromosoma 
18q que generalmente desaparece en la ruta CIN. Esta proteína está implicada en la 
regulación de NF-κB a través de TGF-β como coactivador transcripcional, y se ha 
puesto de manifiesto su papel como gen supresor de la progresión de tumores de colon 
(Grau y col., 2006). 
El cromosoma 17p sufre pérdidas alélicas en más del 75% de los tumores 
colorrectales, localizándose en esta región cromosómica el gen supresor de tumores 
TP53  (p53) (Pino y Chung, 2010). El papel de este factor de transcripción, en 
condiciones normales, es el de frenar el ciclo celular en fase G1 para facilitar la 
reparación del DNA, o bien para inducir apoptosis cuando el daño en el DNA es 
irreparable (Meek, 2009). En general p53 protege al organismo frente a 
transformaciones neoplásicas actuando como un sensor de señales de proliferación 
excesivas y eliminando las células anormales por apoptosis. Responde a numerosas 
señales de estrés como daño en el DNA, hipoxia o baja disponibilidad de nutrientes. 
Uno de sus principales papeles es el de activar la expresión del inhibidor del ciclo 
celular p21Waf1, y regula numerosos genes entre los que se incluyen miembros 
proapoptóticos de la familia Bcl-2 y los receptores de muerte Fas y DR5 (Zilfou y 
Lowe, 2009). 
De forma resumida, se ha propuesto una secuencia de carcinogénesis colorrectal 
por inestabilidad cromosómica según la cual el primer evento sería la mutación del gen 
APC, lo que promueve la aparición de focos de criptas aberrantes. La progresión hacia 
adenoma requiere mutaciones en KRAS, mientras que mutaciones en TP53 y pérdida de 
heterocigosis en el cromosoma 18q conducen a estadios de adenoma tardío e incluso 
con características invasivas. Todo este proceso de progresión tumoral va acompañado 




Inestabilidad de microsatélites 
La pérdida de estabilidad genética juega un papel fundamental en las etapas 
tempranas de la tumorigénesis, puesto que da lugar a un ambiente permisivo para la 
generación de alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores. En este 
sentido, existe otro modelo de carcinogénesis colorrectal que implica inestabilidad de 
microsatélites y surge como consecuencia de la inactivación del sistema MMR 
(Mutation Mismatch Repair) de reparación de errores del DNA. Este sistema está 
formado por un complejo de proteínas que reconoce y repara mutaciones puntuales de 
un par de bases generadas durante el proceso de replicación. Entre los genes alterados 
de este sistema se encuentran MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, PMS1 y PMS2 (Vilar y 
Gruber, 2010). Aproximadamente el 15% de todos los tumores colorrectales presentan 
MSI (de estos, el 75-80% ha adquirido metilación en el gen MLH1), y sólo un 2-3%  de 
todos los tumores de colon presentan mutaciones de cualquiera de estos genes del 
sistema MMR en la línea germinal (Boland y Goel, 2010). Además, esta alteración es 
característica de pacientes con el Síndrome de Lynch, un síndrome familiar no asociado 
a poliposis (HNPCC, Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer), que incrementa el 
riesgo de desarrollar tumores de colon y extracolónicos. Entre los genes que aparecen 
mutados más frecuentemente en casos de inestabilidad de microsatélites se encuentra el 
gen del receptor de tipo II de TGF-β (TGFβRII) y de modo menos frecuente, los genes 
del receptor de activina tipo II (ACTRII), BAX, APAF-1, CASP5, MSH6, RIZ o PTEN 
(Iacopetta y col., 2010). Todos ellos están relacionados con mecanismos de control de 
ciclo celular, proliferación y apoptosis, de modo que las mutaciones que se adquieren 
por MSI generan una combinación idónea para el proceso tumorigénico. 
 
Fenotipo hipermetilador de islas CpG 
Otra de las rutas de carcinogénesis colorrectal bien caracterizadas es la derivada 
de alteraciones epigenéticas que afectan a la metilación de diferentes promotores y que 
dan lugar a lo que se conoce como fenotipo hipermetilador de islas CpG. Comparado 
con tejidos normales, las células de cáncer colorrectal presentan una cromatina 
hipometilada de forma global, pero que aparece hipermetilada regionalmente en islas 
CpG (Frigola y col., 2005). Estas islas se localizan en un gran número de promotores y, 
en condiciones normales, no se encuentran metiladas, mientras que su hipermetilación 
durante el proceso carcinogénico se ha descrito como un mecanismo de silenciamiento 
de genes supresores de tumores, como APC, p14ARF, p16INK4a, RARB2 o RASSF1A 
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(Carmona y Esteller, 2010; Migliore y col., 2011). Se han propuesto dos mecanismos 
para explicar la inactivación de la expresión génica por metilación de islas CpG. Uno de 
ellos es la inhibición directa de la interacción entre promotores metilados y factores de 
transcripción (como en el caso de CREB, AP-2, E2F o c-Myc), mientras que el otro 
implica la unión de proteínas represoras de la transcripción al DNA metilado (Kondo y 
Issa, 2004).  
El aumento en la frecuencia de genes metilados de forma aberrante se 
correlaciona con la progresión del tumor, pudiendo observarse frecuencias de 
metilación significativamente diferentes de genes específicos entre adenomas 
tempranos, adenomas avanzados y adenocarcinomas (Carmona y Esteller, 2010; Kim y 
col., 2010). Si bien es cierto que diversos estudios ponen de manifiesto la 
hipermetilación de varios genes con la edad, se ha propuesto que esta metilación 
asociada a la edad puede dar lugar de forma potencial a estados hiperproliferativos que 
preceden a la formación de un tumor (Grady, 2005). En el fenotipo CIMP se observa un 
patrón de metilación aberrante en varios genes simultáneamente. Estos estados 
anómalos de metilación parecen ser consecuencia tanto de un aumento en la actividad 
enzimática de las DNA metiltransferasas, como de una selección errónea de sus dianas 
(Teodoridis y col., 2008). Además, como ya se ha mencionado, uno de los promotores 
que se encuentra generalmente hipermetilado en pacientes con fenotipo CIMP es el del 
gen hMLH1, que pertenece al sistema MMR de reparación de daño en el DNA. Esto 
supone que el fenotipo metilador se encuentra íntimamente asociado, a su vez, con el 
fenotipo MSI, puesto que se induce inestabilidad de microsatélites (Boland y Goel, 
2010). 
 
Carcinoma dentado o aserrado 
Un modelo de carcinogénesis colorrectal recientemente descrito es el del 
carcinoma dentado o aserrado. Antes se aceptaba que los pólipos colorrectales eran de 
dos tipos: adenomas y pólipos hiperplásicos. Mientras que los pólipos hiperplásicos se 
consideran benignos, los adenomas son precursores de cáncer colorrectal. Pero, 
actualmente, se ha descrito que estos pólipos hiperplásicos engloban un grupo 
heterogéneo de lesiones que se clasifican como adenomas dentados tradicionales (TSA, 
Traditional Serrated Adenomas), adenomas dentados sésiles (SSA, Sessile Serrated 
Adenomas), y auténticos pólipos hiperplásicos (Harvey y Ruszkiewicz, 2007; Tannapfel 
y col., 2010). Se ha propuesto un modelo de carcinogénesis colorrectal a partir de los 
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adenomas dentados donde el primer evento parece ser la mutación del gen BRAF que 
confiere actividad constitutiva a la serina/treonina quinasa que codifica. Las lesiones 
generadas tras este primer paso son especialmente susceptibles de adquirir un fenotipo 
CIMP, de modo que se produce el consiguiente silenciamiento de varios genes 
supresores de tumores favoreciendo el proceso carcinogénico. Además, uno de los 
genes que se encuentra generalmente metilado en estos adenomas dentados es el 
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